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Abstrakt

V tvodni teoretické ¢asti jsou shrnuty informace tykajici se metabolismu a funkci
oxidu dusnat¢tho a vyznamu S-nitrosylace jako mechanismu, ktery produkuje
S-nitrosothioly, latky slouZzici jako zasobni nebo transportni formy NO in vivo. Hladina
vzniklych S-nitrosothiold je kontrolovana pomoci enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR), ktery se tak neptimo podili na regulaci posttranslacnich modifikaci proteinti S-
nitrosylaci. GSNOR se také podili na obranné reakci rostlin proti abiotickému
a biotickému stresu.

Bakalaiska prace je zaméfena na studium piitomnosti S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) v modelové rostliné Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom a Vv patogenu
Phytophthora parasitica. V experimentalni ¢asti prace byly pouzity extrakty z listd
tiimé&sicnich rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom a z 35-dennich kultur P. parasitica.
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ktery slouzil pro porovnani. U P. parasitica byla enzymova aktivita znacné ovlivnéna
stafim testované kultury. Naméfena koncentrace S-nitrosothioli v nepfecisténych
I precisténych vzorcich byla vzdy vyssi u S. lycopersicum cv. Micro-Tom nez
u P. parasitica. Vysledky prace potvrzuji pfitomnost S-nitrosothioldi a GSNOR

Vv rostlinném patogenu a jsou vychozim bodem pro studium jejich ulohy v patogenezi.
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CILE PRACE

Cilem prace V teoretické ¢asti bylo vypracovat literarni resersi o metabolismu a funkci
oxidu dusnatého v mikrobialnich buiikach, zejména v oomycetich a houbach, se

zamétenim na Glohu S-nitrosylace proteintl jako signalniho a regula¢niho mechanismu.

Experimentalni Cast byla zaméfena na studovani ptitomnosti S-nitrosoglutathion-
reduktasové aktivity (GSNOR) v bunkach rostlinnych patogenti. Experimenty se tykaly
stanoveni aktivity GSNOR v extraktech a imunoreaktivity s protilatkami proti GSNOR
metodou Western blot.



1 Uvod

S-nitrosothioly jsou zasobni a transportni formy oxidu dusnatého, které jsou zapojeny
do jeho signalnich drah. Pti fyziologickych koncentracich pusobi S-nitrosothioly
jako ochrana bun¢k proti nitrosativnimu a oxidativnimu stresu (Shahani et al., 2011).
Pokud jejich hladina dosahne patofyziologickych hodnot, mohou nitrosativni stres
Vv rostlin¢ zptisobovat. Pfedpoklada se, ze jednou z dulezitych funkci S-nitrosothiold je
pozitivni regulace rezistence rostlin proti patogenim. Pokud je rostlina napadena
patogenem, dojde ke zvySené produkci S-nitrosothioli, ¢imz rostlina inhibuje rtst
daného patogenu nebo piimo zptsobi jeho smrt (Aratani et al., 1999).

S-nitrosothioly vznikaji S-nitrosylaci, coz je reverzibilni a mistné specificka
posttranslaéni modifikace proteini nebo nizkomolekularnich thiold, kterd probiha
bez pfitomnosti enzymu jako katalyzatoru. Pfi této reakci dochézi ke vzniku kovalentni
vazby mezi —NO skupinou a —SH skupinou cysteinu v proteinu (Hess et al., 2011).
K jejich odbouravani dochazi pomoci denitrosylace, v jejiz regulaci hraje vyznamnou
ulohu enzym S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) (Liu et al., 2001).

S-nitrosoglutathionreduktasa patii do skupiny alkoholdehydrogenas tridy IIL
GSNOR se podili na katalyze dvou rozdilnych reakci. Prvni znich je
NAD"-dependentni oxidace S-(hydromethyl)glutathionu, ktery vznika jako spontanni
adukt formaldehydu a glutathionu. Druha a fyziologicky vyznamngjs$i reakce je
NADH-dependentni redukce S-nitrosoglutathionu (GSNO) (Kubienova et al., 2013).
Tim ze GSNOR reguluje intracelularni hladinu GSNO, ovliviiuje i hladinu celkovych
S-nitrosothioll v buiice (Benhar at al., 2009). Dale se také GSNOR podili na udrzovani
homeostazy oxidu dusnatého a reaktivnich forem dusiku v obranné reakci rostlin
pii piasobeni biotickych a abiotickych stresovych podminek (Diaz et al., 2003,
Rustérucci et al., 2007).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Oxid dusnaty
Oxid dusnaty (NO) je velmi reaktivni jednoducha molekula, kterd se vyskytuje

jak v rostlinnych tak i v Zivo¢isnych bunkach. V tomto buné¢ném prostiedi je obsazen
ve formé plynného radikalu s velmi kratkou dobou zivota. Oxid dusnaty také vykazuje
lipofilni povahu, coz umoznuje jeho pfechod pies membrany a NO tak snadno mize

prochazet okolnimi buikami (Kelm, 1999).

2.1.1 Vznik NO

2.1.1.1 Enzymové reakce

V buiikach savct vznikd NO oxidaci guanidinového dusiku L-argininu, ke které dochazi
pusobenim enzymi zvanych NO synthasy (EC 1.14.13.39). Pfi této reakci vznika kromé
oxidu dusnatého také L-citrulin (Knowles et al., 1994). NO synthasy jsou v zivoc¢isnych
buinkach zastoupeny tfemi isoformami: endotelidlni a neurondlni konstitutivni formy
a indukovand forma, které se 1isi svou lokalizaci v bunce, kinetikou a zplsobem
aktivace. Vsechny tfi isoformy potiebuji pro svou katalytickou aktivitu kalmodulin,
FAD, FMN a tetrahydrobiopterin. (Kavya et al., 2006).

U rostlinnych bun¢k bylo v soucasnosti popsano n€kolik enzym, které se podileji
na syntéze NO. Prvnim znich, ktery byl jednozna¢né urCen, byla nitratreduktasa
(EC 1.7.1.1). Primarni reakci tohoto enzymu je redukce dusi¢nanu na dusitan
za piitomnosti kofaktoru NAD(P)H. Bylo zjisténo, Ze mulze také dochazet
k jednoelektronové redukci dusitanu za vzniku NO, ale pouze pii ur€itych podminkach
(Yamasaki et al., 2000). Dalsim enzymem, ktery se podili na syntéze NO, je nitrit:NO
reduktasa (EC 1.7.2.1). Enzym byl lokalizovan zatim pouze v plazmatické membrané
Vv kofenovych bunkach tabaku, kde spolecné s nim zde byla také nalezena kofenové-
specificka forma nitratreduktasy (Stohr et al., 2006). Nitrit:NO reduktasa katalyticky
ovliviiuje reakci, pii které dochazi k redukci dusitanu na NO.(Stohr et al., 2006). Dale
bylo zvetejnéno nékolik publikaci o enzymech podobnych ZivocisSnym NO synthasam
(EC 1.14.13.39). Tyto informace vSak nebyly zcela pfesné objasnény a potvrzeny
(Guo et al, 2003). Vroce 2010 vsak byla poprvé popsana NO synthasa ve
fotosyntetickém organismu a to v zelené fase Ostreococcus tauri. NOS z O. tauri ma
42% identitu s lidskou NOS a 45-49% identitu s NOS z bezobratlych zivocichu
(Foresi et al., 2010).



Mezi dalsi rostlinné enzymatické systémy, které jsou schopné v in vitro podminkach
produkovat NO, patii kienova peroxidasa (EC 1.11.1.9), cytochromy P450,
hemoglobiny a katalasa (EC 1.11.1.6) (Boucher et al., 1992).

2.1.1.2 Neenzymové reakce
V rostlinich muze NO vznikat také procesy, které nejsou katalyzovany enzymy.

K neenzymové produkci NO dochazi v apoplastu, kde nizké pH podporuje dismutaci
dusitanu za vzniku dusi¢nanu a NO (Stohr et al., 2002). Oxid dusnaty muze byt také
produkovan pii chemické redukcei kyselinou askorbovou pii fyziologickych hodnotach
pH, jako druhy produkt vznika kyselina dehydroaskorbova (Yamasaki et al., 2000).
Dal$im mechanismem je svétlem indukovana pfeména NO; na NO, které se ti€astni jako
katalyzatory karotenoidy. K této reakci dochazi na membranach chloroplasti

(Cooney et al.,1994).

2.1.2 NO jako signalni molekula v rostlinach
NO je velmi dilezitou signalni molekulou. V rostlinach se podili na zménach hladin

druhych posll, mezi které patii cyklicky guanosinmonofosfat(cGMP) a cyklicka
adenosindifosfat ribosa (cADPR). Tyto latky se podili na zménach hladiny
cytoplasmatického vapniku. Signdlni funkce NO piisobi také pies kovalentni
modifikace proteind, jako jsou napf. nitrosylace cysteinu nebo nitrace tyrosinu. NO se
také podili na kontrole exprese mnoha gend, které se podileji na obrannych reakcich,

metabolismu, bunééné detoxifikaci, transportu a signalizaci (Parani et al., 2004).

2.1.3 Biologické ucinky
V zivodisnych systémech je aktivita rozpustné guanylatcyklasy (EC.4.6.1.2)

stimulovana prostfednictvim NO, dochazi tak ke kontrole syntézy cGMP,
ktery navozuje vazodilataci pomoci cGMP-dependentni proteinkinasy (EC 2.7.11.12)
(Schmidt et al., 1993). NO je také dulezity pro imunitni systém, kde je produkovan pfi
nespecifické imunitni odpovédi, napf. pii napadeni organismu nékterym virem
nebo bakterii nebo slouzi jako obrana proti nadorim. Dale se podili i na pribéhu
fagocytézy a =zanétu (Ferencik et al., 1994). Ddlezitou roli také hraje NO
Vv kardiovaskularnim systému. Zde se ucastni udrzovani krevniho tlaku a tonu cév. Dale
se také podili inhibicnim efektem na adhesi a agregaci trombocytl
(Moncada et al., 1994). V centralni nervové soustavé NO puisobi jako bunéény posel. Je
také nezbytny pro vyvoj mozku, ovliviiuje tvorbu synapsi a podili se na aktivité¢ neuront

a vydeji neurotransmiterd (Kupkova a Benes, 2004). Inhalace NO se pouziva k 1écbé
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akutnich i1 subakutnich plicnich hypertenznich stavii, slouzi zde jako selektivni plicni
vazodilatancium (Hampl et al., 1997).

V rostlinach se NO podili na kontrole tady fyziologickych procesti a obrannych
odpovédi pii stresovych podminkach (tab. 1). Podili se na rdstu a vyvoji rostlin, je
dalezity pti procesech kli¢eni, kveteni, pohybu priiduchii, senescenci a pti obrannych
mechanismech vyvolanych biotickym a abiotickym stresem (Lee et al. 2008,
Corpas et al. 2008 a).

Tabulka 1: Souhrn funkci NO ve fyziologickych a patofyziologickych procesech

u rostlin (upraveno podle Piterkova et al., 2008)

Funkce

Fyziologické pochody

Funkce v bunéénych organelach
Chloroplasty

Mitochondrie

Peroxisomy

Cytoplasma

Bioticky stres

Abioticky stres

rust a vyvoj

kliceni

vyvoj kofenového systému

pohyb svéracich bun¢k priducht
senescence a programovana buné¢na smrt
lignifikace bunétné stény

metabolismus bunécénych organel

biosyntéza chlorofylu, fotofosforylace
regulace cytochrom ¢ oxidasy
regulace katalasy a askorbatperoxidasy

regulace akonitasy

programovana bunécna smrt
hypersensitivni reakce

systémova odezva

poranéni
salinita
vysoka teplota
sucho

tézké kovy




2.2 S-nitrosothioly
Jako S-nitrosothioly (RSNO) se oznacuji molekuly, které maji obecné slozeni RS-NO,

kdy dochazi ke vzniku kovalentni vazby NO- skupiny na SH- skupinu proteinového
cysteinu nebo nizkomolekularniho thiolu. RSNO mohou fungovat jako zasobni
a transportni formy NO, protoze jsou stabiln¢jsi nez NO a maji delsi polo¢as zivota

(Gaston et al., 1999, Handy et al., 2006).

2.2.1 S-nitrosoglutathion
Nejrozsifenéjsi nizkomolekularni sloucenina patfici mezi S-nitrosothioly je tripeptid

S-nitrosoglutathion (GSNO). Je to derivat glutathionu, ktery je systematicky nazyvan
2S-2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-
yllamino]-5-oxopentanova kyselina. GSNO muze vznikat reakei glutathionu tvotfeny

s reaktivnimi formami dusiku.

/N=O

S
O
M N
HOOC | . N\/COOH
- H

Ho O

lel

Obr. 1 S-nitrosoglutathion. Jedna se o tripeptid, ktery obsahuje cystein s thiolovou skupinou,
ktera podléha S-nitrosylaci.

V rostlinnych organismech se RSNO podileji na ochrané buniky proti nitrosativnhimu
a oxidativnimu stresu, hladiny téchto RNSO musi byt ve fyziologickych koncentracich.
Na obr. 2 je schematicky navrzeny model metabolismu GSNO, ktery se nachazi
Vv rostlinnych bunkach, a jeho regulace pomoci enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) (Leterrier et al., 2011).



GSH\/ N

cu2+

GSNO > GS5G
Kyselina
askorbova/GSH

Transnitrosylace

NADH

, GSSG + NH,
Denitrosylace

NAD*

S-nitrosylace proteind

Obr. 2 Schéma metabolismu GSNO v rostlinnych buiikdch a jeho regulace pomoci GSNOR
(upraveno podle Leterrier et al., 2011). Redukovany glutathion (GSH) reaguje za piitomnosti
kysliku s oxidem dusnatym, produktem této reakce je S-nitrosoglutathion. Plisobenim GSNOR
dochazi k denitrosylaci za ptitomnosti NADH jako kofaktoru, vznikd oxidovany glutathion
(GSSG) a amoniak (NHj). Muze také dojit k pfeméné GSNO na NO a GSSG, a to za
pritomnosti redukénich ¢inidel, mezi které patii GSH, askorbat a Cu®. Na druhou stranu, se
mize GSNO Ttcastnit posttranslacnich modifikaci, které ovliviiuji Siroké spektrum proteind.
Tuto modifikaci piedstavuje tzv. S-nitrosylace, kdy se pomoci transnitrosylace pienasi NO-
skupina na cysteinové thioly.

2.2.2 S-nitrosylace
S-nitrosylace je jednou z nejdulezitéjSich posttranslaénich modifikaci proteint. Patii

mezi redoxni signalni drahy, které jsou postavené na redoxnich zménéch zicastnénych
molekul. Jedna se o reverzibilni kovalentni vazbu —NO skupiny nitrosyla¢niho ¢inidla a
—SH skupiny cysteinu v daném proteinu bez ptitomnosti enzymového katalyzatoru.
S-nitrosylace je podobné jako glykosylace nebo fosforylace mistné specificka,
i kdyz u S-nitrosylace specifi¢nost reakce neni zavisla na rozpoznani cilové struktury
enzymem. Misto toho vyuzivd chemickou reaktivitu mezi nitrosylacnim cinidlem
a cilem (Martinez et al., 2004). Existuje n€kolik faktort, které tuto vazbu ovliviiuji:

a) reaktivita cilového proteinovéhorezidua: ukazalo se, ze ne vSechny volné
cysteiny v proteinech jsou nitrosylovany. Mezi Castéjsi cile S-nitrosylace patii
vice ionizovatelné cysteiny a cysteiny, které se nachdzi v hydrofobnim prostiedi
(Nathan et al., 2003), dale mohou S-nitrosylaci ovlivnit hodnoty K, rtznych

cysteint v proteinu (Arnelle et al. 1995).



b) koncentrace nitrosyla¢niho ¢inidla a proteinu: u tohoto faktoru zalezi zejména
na produkci NO a snim souvisejicich reaktivnich forem dusiku
(Schmidt et al., 1996), zavisi také na rozlozeni lokalnich koncentraci
biochemickych ¢inidel (Mannick et al., 2002). Dale je jesté ovlivnén stabilitou
vazby, kterd je znac¢né labilni, a k jejimu St€peni mlze dojit i bez pfitomnosti

specifickych enzymi (Gaston et al., 1999).

2 H,0 + GSSG

2 GSH GPx S-hydroxylovany
derivat

H,0 /SOH
S-glutathionylovan\]
Thiol Thiolat derivat
Q= v&
._ ._S -nitrosylovany
/\K‘ \% derivat
GSNO GSH

NADH GSSG + NH,

GSH GSNOR

Obr. 3 Vratné modifikace proteinovych thioléi (upraveno podle Cardaci et al., 2012). Thioly
mohou Vv ur¢itém chemickém prostfedi existovat v deprotonizované formé. V této thiolatové
formé mohou snadno reagovat s NO nebo peroxidem vodiku. Touto reakci vznika bud
S-nitrosylovany nebo S-hydroxylovany derivat. Vzniklé oxidované derivaty nejsou piilis
stabilni a snadno reaguji s redukovanym GSH nebo s jinymi thioly, kdy se vytvoii disulfidicky
mustek a vice stabilni S-glutathionylovany adukt. Peroxid vodiku muze také reagovat s GSH
ihned za ptitomnosti glutathionperoxidasy (GPX, EC 1.11.1.9), kdy vznika glutathion disulfid.
NO spontanné reaguje s GSH za vzniku S-nitrosoglutathionu, ktery je v rovnovaze s ostatnimi
RSNO a je za ptitomnosti GSNOR a NADH redukovan na NHz a GSSG

2.2.3 Mechanismus S-nitrosylace
Prvni popsanou modifikaci —SH skupiny pomoci -NO byla v roce 1992 S-nitrosylace

albuminu (Stamler et al., 1992). Od tohoto objevu byla zkoumana v fadé biologickych
systémti. Bylo nalezeno mnoho mechanismi S-nitrosylace, dosud se vSak nepodatilo

jednoznaéné prokazat, ktery z nich pievlada in vivo.



Prvnim z nich je reakce s oxidanty, napft. s kyslikem nebo superoxidovym aniontem
(03), kterda vede k vytvofeni vysSich oxidi dusiku, znichz je nejtypi¢téjSim
nitrosyla¢nim ¢inidlem N,O3 (Wink et al., 1993, Hogg et al., 2002). Tato reakce bude
upfednostinovana v membranovém prostiedi, kde se vyskytuje vyssi koncentrace NO
a kysliku (Liu et al., 1998). N,O3z miZe byt &¢aste¢né disociovan na NO* a NOy,
kdy NO™ reaguje s nukleofilnim atomem siry (Arnelle et al., 1995). Toto Ize popsat
rovnicemi:

1. 2NO+0; — 2NO;

2. NO;+NO —> N;03

3. N;O3+H,0 — 2HNO;

4. N,O3+ RSH — RS-NO + HNO;

Prvni a druhy krok této reakce, tedy tvorba oxidu dusicitého a nasledné oxidu dusitého,
jsou kroky limitujici rychlost S-nitrosylace. Syntéze S-nitrosothiol (Reakce 4)
konkuruje hydrolyza N,O3 (Reakce 3). Kharitonov a spol. studii in vitro dokazali,
ze pii fyziologickych koncentracich redukovaného glutathionu, které jsou v fadech
milimol, je téméf vSechen NyO3; zreagovany sGSH za vzniku GSNO
(Kharitonov et al., 1995).

Druhy popsany mechanismus popisuje vznik RSNO, jako reakci nitrosoniového
kationtu (NO™) s thiolem (Lancaster et al., 2008). RSNO mohou in vivo také vznikat
reakci peroxodusitanu s thioly (Lancaster et al., 2008, Handy et al., 2006).

Dalsi mozny mechanismus popsal Gow et al. Pfi této reakci NO reaguje piimo
s thioly za pfitomnosti radikalového meziproduktu (Reakce 5). Tento meziprodukt miize
byt pfeménén na RSNO za pfitomnosti akceptoru elektroni (Reakce 6)
(Gow et al., 1997).

5. RSH+'NO —/> RS-'N-O-H

6. RS—'N-O-H+0,—> RS-NO +0O;"

2.2.4 Stabilita a katabolismus SNO
RSNO jsou vybornymi donory NO, protoZe vazba S-NO je zna¢né polarizovand a malo

stabilni, takZe mohou snadno uvolnovat NO, ¢imz pfispivaji k transnitrosa¢nim reakcim
a S-thiolaci (Shahani et al., 2011, Ignarro et al., 1999).

Stabilita RSNO je ovlivnéna mnozstvim prvku, jako je teplota, svétlo, kationty
ptechodnych kovt, pH a pritomnost kysliku (Jahnova et al., 2013). Rozstépeni vazby
muze byt homolytické nebo heterolytické. Za fyziologickych podminek je vice



v

energii.

Homolytickému §tépeni podléhaji RSNO pii pisobeni svétla, kdy vznikaji NO'a RS’
radikaly (Singh et al., 1996). Na rozpadu vazby se také podili fada kationti
pfechodnych kovil, napt. Cu*, Zn?" Ca**, Mg®*, Ni**, Co?*, Mn*", Cr**. V pripads Cu*
je mozné rozkladu RSNO zabranit ptidanim chelata¢nich ¢inidel. Nejcastéji se pouziva
kyselina ethylendiamintetraoctova nebo neokuproin (Singh et al., 1996). Na druhou
stranu, rozkladu RSNO pomoci rtutnatych iontli se vyuziva pro spektrofotometrické
stanoveni S-nitrosothiolt Savillovou metodou.

K rozkladu RSNO také dochazi v cytoplazmé pfitomnymi redukénimi Cinidly.
Aby Kk tomuto odbourdvani nedochazelo, jsou RSNO chranény vacky, bunéénymi
membranami  nebo mohou byt obalené hydrofébnimi  ¢astmi  molekul
(Rafikova et al., 2002).

Dalsim mechanismem regulace hladiny RSNO je puasobeni specifickych enzymi.
Hlavni enzym podilejici se nepfimo na udrZovani hladiny RSNO je
S-nitrosoglutathionreduktasa. Hlavnim substratem tohoto enzymu je GSNO,
¢imZ neptfimo ovliviluje koncentraci ostatnich RSNO. Druhy systém, ktery se podili
na katabolismu RSNO, se sklada zthioredoxinu (Trx), thioredoxinreduktasy
(TrxR, EC 1.8.1.9) a NADPH (Holmgren, 2000). Trx pusobi jako redukéni ¢inidlo
a pomoci svou thiolli ve své molekule denitrosyluje S-nitrosothiolovany protein za
vzniku redukovaného proteinového thiolu (-SH) a sam se oxiduje. Oxidovany Trx je
preveden zpét do vychoziho stavu selenoflavoproteinem thioredoxinreduktasou (TrxR)
a NADPH (Benhar et al., 2009). Mezi dalsi enzymové systémy podilejici se
na katabolismu S-nitrosothiolt patii xanthin/xanthinoxidasa (EC 1.17.3.2),
glutamyltranspeptidasa (y GT) (EC 2.3.2.2), glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9)
a Cu/Zn superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1) (Gaston et al., 2003).

2.3 S-nitrosoglutathionreduktasa
S-nitrosoglutathionreduktasa patii do rodiny zinek-dependentnich alkoholehydrogenas

téidy I1I (ADH 111, EC 1.1.1., Staab et al., 2008). Systematickym nazvem je oznacovana
jako S-(hydroxymethyl)glutathion : NAD" oxidoreduktasa (EC 1.1.1.284). Diivéjsi
nazev enzymu byl glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
(FALDH, EC 1.2.1.1.) (Koivusalo et al., 1989).



2.3.1 Struktura GSNOR
GSNOR podobné jako ostatni enzymy patfici do rodiny alkoholdehydrogenas je

homodimer, Kazdy 40 kDa monomer se sklada z velké katalytické domény a mensi
domény, na kterou se vaze koenzym. Dale kazda podjednotka obsahuje dva atomy
zinku, z nichz jeden pusobi jako Lewisova kyselina a tim je zapojen do katalyzy, druhy
pusobi jako strukturni prvek. V tiidé III ADH je katalyticky zinek vdzan pomoci Cys
177, Cys 47, His 69 a hydroxylové skupiny vody. Obé vazebna mista pro substrat
se nachazi ve velké $térbiné mezi katalytickymi doménami a doménami vazajici
kofaktor. Vstupy do téchto aktivnich mist jsou lokalizovany na stejné strané dimeru,
zatimco mista vazajici koenzym jsou na opacnych stranach dimeru. Monomery jsou
dohromady spojeny dvandacti vlaknovym pseudokontinualnim p-skladanym listem,
ktery je tvofen Sesti [-sklddanymi listy kazdé domény véazajici kofaktor
(Kubienova et al., 2013).

¥
®’ &

Ar

Obr. 4 Krystalova struktura rostlinné GSNOR z Solanum lycopersicum. Struktura GSNOR
V piitomnosti koenzymu NAD®. Katalyticki doména je vyznadena Cerné a doména vézajici
koenzym je svétle hnéda. Koenzym NAD" (v atom-kédujicich barvach) a zinek (zeleny) jsou
zobrazeny jako koule (Prevzato z Kubienova et al., 2013).
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2.3.2 Substratova specifita
GSNOR je schopna katalyzovat dva typy reakci. Prvni popsanou reakci byla oxidace

S-(hydroxymethyl)glutathionu, coZ je samovolné¢ vznikajici adukt formaldehydu
a glutathionu. K dehydrogenaéni reakci dochazi za ptitomnosti NAD" jako kofaktoru.
Timto mechanismem je GSNOR zapojena do detoxifikace formaldehydu
v organismech. Mezi dalSi substraty, které GSNOR oxiduje, patii alkoholy s delSim
fetézcem a o-hydroxymastné Kkyseliny, jako jsou napiiklad kyseliny 8-hydroxy-,
10-hydroxy- nebo 12-hydroxydodekanova. Aby alkoholy mohly byt efektivné
oxidovany, musi byt del$i nez 4 uhliky. Do skupiny alkoholl, které jsou oxidovany
pomoci GSNOR, nélezi cinnamylalkohol, farnesol, geraniol a dale alifatické alkoholy
jako nonanol a oktanol (Kubienova et al., 2013).

Pozdé&jsi vyzkumy prokézaly, Ze fyziologicky vyznamnéjsi reakci enzymu je redukce
GSNO, kterd vede k produkci oxidovaného glutathionu a amoniaku. V tomto médu
slouzi jako kofaktor NADH. GSNOR touto reakci reguluje mnozstvi celkovych S-
nitrosothiold a zapojuje se takto do metabolismu NO a reaktivnich forem dusiku
(Benhar at al., 2009). N-hydroxysulfinamid (GSNHOH) vznikly redukci GSNO je
nachylny knuleofilnimu ataku GSH, ktery vede ktvorbé hydroxylaminu
a glutathiondisulfidu. K této reakci dochazi za piedpokladu, ze GSH je v nadbytku, pfi
jeho nizké koncentraci se GSNHOH samovolné pfeméni na glutathionsulfinamid,
ktery je dale hydrolyzovan na kyselinu glutathionsulfinovou a amoniak (Obr. 5)
(Jensen et al., 1998).

Rychlost reakci, které GSNOR katalyzuje, zavisi také na pH prostiedi. Nejrychlejsi
oxidace substratu probiha pii pH 10, zatimco pii pH 8 funguje enzym piednostné jako
reduktasa. Celkové vSak plati, ze katalyticka G¢innost redukce GSNO je 15-20 krat
vyssi nez oxidace HMGSH, z ¢ehoz vyplyva, Ze enzym piednostné funguje jako GSNO
reduktasa (Kubienova et al., 2013).

11
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Obr. 5 Reakce katalyzované GSNOR (pievzato z Kubienova et al., 2013). (A) Oxidace
HMGSH na S-formylglutathion, (B) redukce GSNO za piitomnosti NADH za vzniku
N-hydroxysulfinamidu (GSNHOH).

2.3.3 Funkce a vyznam GSNOR a SNO
GSNOR reguluje homeostazu bunééného GSNO. Funkce tohoto enzymu je zachovana

jak u zivocichd, tak i u rostlin a bakterii.

2.3.3.1 Uloha GSNOR a SNO u fivocichii
Skupina enzymii ADH3 je evoluéné =zachovana od bakterii, pfes rostliny

az po obratlovce, je tedy prekurzorem rodiny ADH (Liu et al., 2001,
Freechan et al., 2005)

GSNO funguju Vv zivocisnych systémech jako signalni drdha NO mezavisla na
cGMP, kterda se podili na kontrole Sirokého spektra bunécnych proteini a na jejich
funkci. Tato signdlni draha je zprostiedkovand S-nitrosylaci cysteinového rezidua.
Dochazi tedy ke zméné receptoru, ktery je spojen s G-proteinem, dale dochazi
k regulaci aktivity transkrip¢nich faktord a k degradaci proteinu p53 (Hess et al., 2005).
Bylo prokazdno, Ze kmnoha onemocnénim centrdlniho nervového systému,
kardiovaskularniho systému a k plicnim chorobam dochazi z diivodu poruch regulace
signalizace SNO (Gaston et al., 2006). Z experimentalné dokazanych dat, ktera ukazuji,

ze k poruseni homeostazy S-nitrosothiolll dochazi v souvislosti se zapojenim GSNOR
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do metabolismu formaldehydu (Staab et al., 2008), je zfejmé, Ze distribuce, regulace
a ontogeneze ADH3 bude mit vyznamny vliv na metabolismus endogenniho
1 exogenniho formaldehydu, stejné¢ jako to bude mit dopad na regulaci a zménu
signalnich drah NO.

Utinna forma vitaminu A, all-trans retinol, se poklad4 za dalsi fyziologicky substrat
my$i GSNOR. Oxidace retinolu za pfitomnosti ADH3 byla zkoumana na enzymu,
ktery byl izolovan z mySich jater. Pii tomto in vitro experimentu bylo odhaleno,
7e oxidace all-trans retinolu pomoci ADH3 byla velmi nizka v porovnani s mnohem
efektivnéjSimi enzymy, mezi které patii ADHI1 a ADH4. Ptesto vSak doslo k vyraznému
poklesu hladiny kyseliny all-trans retinové v séru mysi, které byly ADH3 deficientni, to
potvrdilo vyznamnou G¢ast ADH3 na tvorbé kyseliny retinové in vivo. V tomto ptipadé
je zajimavé, ze nizkd ucinnost ADH3 je kompenzovéna stejnou lokalizaci ADH3
a retinaldehydrogenasy (EC 1.2.1.36). Jelikoz je ADH3 vSudypfitomné exprimovana, je
pravdépodobné, ze se vyskytuje vice fyziologicky dulezitych substrati s vysokymi
hodnotami Ky, (Staab et al., 2008).

Studie zabyvajici se distribuci GSNOR v sav¢ich tkanich prokazaly, ze ADH3 jako
jedina tfida ADH enzymu se nachazi jak v hlodav¢i tak i lidské mozkové tkéni a jejich
distribuce jsou si velmi podobné. Lokalizace GSNOR na subcelularni urovni je
v cytosolu a jadie né€kolika druhG bunck (Keller et al.,1990; Iborra et al., 1992;
Fernandez et al., 2003). Nejvyznamnéjsi aktivita GSNOR v lidském téla byla nalezena
Vv plicich, jatrech, ledvinach a v mozku. Aktivita GSNOR se v pribéhu zivota ¢loveéka
méni, po narozeni je velmi nizkd, pak zacCina nartistat a v pribéhu détstvi dosahuje
maxima a s narustajicim vékem opét klesd. Bylo dokazano, ze novorozenci a déti
absorbuji v plicich vy$§i mnoZstvi reaktivnich plynt. JelikoZz vétSina enzymovych
systémi neni u kojencii plné vyvinuta, tak se nejvyssi aktivita ADH3 nachazi v pribéhu
détstvi a muze prevysit i hladinu enzymi u dospélych (Thompson et al., 2009).

U zivocichtl plni S-nitrosothioly funkci vasodilatatori a maji také protisrazlivy
ucinek, 1 kdyz obé tyto funkce jsou pravdépodobné zpiisobeny uvoliiovanym oxidem
dusnatym. S-nitrosothioly se také podili na ochrané proti bunécéné toxicité, kterd je
spojena s oxidativnim stresem (Hogg et al., 2000). Principem tohoto mechanismu je
interakce radikal-radikal, béhem které dochézi k terminaci volnych radikald a uvolnéni
NO. Tento proces byl popsan v buitkkdch krysiho stfevniho epitelu, kde dochazi
k oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. V tomto experimentu bylo dokazano,

7ze GSNO i S-nitroso-N-acetyl-DL-penicilaminu (SNAP) maji ochrannou funkci
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(Chamulitrat, 1998). SNAP a GSNO se déle podileji na zvySovani propustnosti plicniho
epitelu prostiednictvim reakce s oxidanty a chrani také buiiky endotelu proti toxickym
ucinkim oxidovanych lipoproteinti s nizkou hustotou.

S-nitrosothioly mohou mit potencialné¢ klinické vyuziti, ale mnoho z nich nebylo
stale dostatecné otestovdno. U NO bylo zjiSténo, ze muze inhibovat agregaci
trombocytll GC-dependentnim mechanismem. Také u GSNO bylo prokézano, ze dokaze
inhibovat agregaci lidskych krevnich desticek a neovliviiuje pfitom krevni tonus
(Hogg, 2000), proto maji S-nitrosothioly nejvice slibnou klinické vyuziti pravé jako

antiagregacni Cinidla.

2.3.3.2 Uloha GSNOR a SNO u rostlin
Pro normalni rist rostlin je velmi dalezity bunécny redoxni stav, vyvojové interakce

a interakce s prostfedim. GSNOR hraje dulezitou roli pfi regulaci nitrosativniho stresu,
ktery je spojen se zvySenou hladinou nitrovanych proteind (Liu et al., 2001,
Foster et al., 2009, Feechan et al., 2005). Dale maji na rust rostlin zasadni vliv
I odchylky v GSNOR aktivité, které mohou v disledku ovlivnit rizné bunécné aktivity
(Malik et al., 2011). Rostliny s mutaci, ktera vedla ke ztrat¢ funkce GSNOR,
vykazovaly snizenou aktivitu schopnosti odbouravat GSNO, ¢im se zvySovaly jeho
hladiny, ale i hladiny celkovych S-nitrosylovanych proteini (Freechan et al., 2005).

GSNOR byla poprvé popsana v rostlinach hrachu jako GSH-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (Uotila a Koivusalo, 1979). Pfesnéji charakterizovana pak
byla v Arabidopsis thaliana. Aktivita tohoto enzymu je kddovana genem (AtGSNOR1),
ktery se nachazi v genomu pouze V jedné kopii (Martinez et al., 1996). GSNOR se
vyskytuje ve vSech rostlinnych organech a vykazuje podobné kinetické a molekularni
vlastnosti jako savéi GSNOR (Freechan et al., 2005, Rusterucci et al., 2007,
Lee et al., 2008, Kubienova et al., 2013).

Ztady publikovanych vysledkd vyplyva, Ze GSNOR se vyznamné podili
na mechanismech rostlinné odpovédi na abiotické stresové faktory. Kyselina salicylova
(SA), ktera piisobi jako silny imunitni aktivator v rostlindch, také ovliviluje expresi
genu AtGSNOR (Diaz et al., 2003). Ukazalo se, ze AtGSNOR reguluje SA signalizaci
i SA syntézu, ¢imz se podili nejméné na dvou kontrolnich bodech signalni drahy SA
(Malik et al., 2011). Naopak ptfi mechanickém poskozeni rostliny dochazi k velmi
vyraznému snizeni aktivity 1 exprese GSNOR, jak bylo dokdzédno na rostlinach

slunec¢nice (Chaki et al., 2011).
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Pomoci rostlin Arabidopsis thaliana s defektnim genem pro GSNOR bylo dokazano,
ze se tento enzym podili i na mechanismu termotolerance rostlin a Ze je nezbytny pro
aklimatizaci na vysoké teploty. Tito mutanti vykazovali snizenou odolnost na stres
zpusobeny zvySenou teplotou, kterd narusila homeostazu bunécnych S-nitrosothiold, jez
vedla k naruseni signalnich drah reaktivnich forem dusiku (Lee et al., 2008). Na druhou
stranu, snizena teplota zpusobila u rostlin hrachu nartst aktivity GSNOR, ktera byla
doprovazena i indukci aktivity NO synthasy. Indukce NO synthasy vedla
kK vyznamnému narustu celkovych S-nitrosothiolt, které pusobi jako markery
nitrosativniho stresu (Corpas et al., 2008 b).

Vliv abiotické stresu na roli GSNOR v obranné reakci rostlin byl také studovan
v praci Kubienova et al. (2014), kde byly jako modelové rostliny pouzity dva typy
rostlin Pisum sativum a Cucumis spp. Abioticky stres byl vyvolan zvySenou nebo
snizenou teplotou, mechanickym poskozenim nebo svételnym stresem. Z experimentu
vyplynulo, ze aktivita GSNOR vzrostla béhem vsech druhd strest, pfi¢emz nartst
aktivity zavisel na typu rostliny a jeji c¢asti, kde se aktivita stanovovala
(Kubienova et al., 2014).

Na zaklad€ experimentaln¢ ziskanych dat byl vytvofen hypoteticky model, ve kterém
NO a GSNO vystupuji jako pozitivni regulatory rostlinné rezistence a jsou zodpovédné
za hypersenzitivni odpovédi a aktivaci obrannych gent. SniZenim hladiny GSNOR a
souasnym zvySenim koncentrace intracelularnich RSNO dochdzi ke zvySovani
odolnosti rostlin (Rustérucci et al., 2007). Lze tedy pfedpokladat, Zze ke zménam
obrannych reakci rostlin pfi napadeni patogeny dochazi vlivem zmén koncentrace
RSNO in vivo prostfednictvim katabolismu GSNO zprostiedkovaného GSNOR
aktivitou.

Bylo zjisténo, ze subcelularni lokalizace a transkripcni ko-aktivita NPR1
(nonexpressor of pathogenesis-related proteins 1), hlavniho proteinu v procesu
systémov¢ ziskané rezistence (SAR) je kontrolovana pomoci S-nitrosylace. Oligomery
NPR1 se nachazeji vcytoplazmé a jsou wudrZzovany pohromadé pomoci
intramolekularnich  disulfidovych mistki. Oligomerace je usnadnéna prave
S-nitrosylaci, kdezto thioredoxiny napomahaji uvolnéni monomert, odstépeni
monomert také podporuje kyselina salicylova (Tada et al., 2008). Protein NPR1
nezpusobuje pouze aktivaci exprese genl zajiStujicich obranu, ale také pfispiva
k supresi odpovédi zavislych na jasmonatu v cytoplazmé dosud vSak nezndmym

zpusobem. S-nitrosylace vSak v tomto piipadé mize také podporovat negativni vztahy
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mezi signalnimi drahami kyseliny jasmonové (JA) a kyseliny salicylové (SA). Enzym
podilejici se na biosyntéze JA, allenoxidcyklasa (EC 5.3.99.6), je béhem hypersenzitivni
odpovédi rostlin S-nitrosylovan, coz ukazuje dal$i mozny zpiisob regulace hladiny
oxylipini. S-nitrosylace proteinu SABP3 (salicylic acid binding protein) zptsobuje
ztratu vazebné aktivity pro SA a také vede k inhibici karbonatanhydrasy (EC 4.2.1.1).
Na biosyntéze ethylenu se podili methioninadenosyltransferasa 1 (MATI1, EC 2.5.1.6),
jejiz  modifikace pomoci S-nitrosylace vede Kinhibici biosyntézy ethylenu
(Lindemayr et al., 2005).

Bylo popsano, ze intracelularni hladina NO ovliviiuje apoptosu. Dostupnost NO, typ
bunék a fada dalsich faktorti rozhoduje o tom, zda NO bude buiiku pfed bunécnou smrti
chranit nebo zda bude apoptosu iniciovat. Jednim z mechanismi anti-apoptotického
ucinku je S-nitrosylace klicového cysteinového zbytku, ktery je lokalizovan v aktivnim
misté vSech isoforem kaspas. Bylo publikovano, ze S-nitrosylace prometakaspasy 9 pii
fyziologickych podminkach zplsobi jeji autoproteolytickou aktivitu u Arabidopsis
thaliana.  S-nitrosylace také u Arabidopsis thaliana zptsobuje inaktivaci
cytoplasmatické glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy (GAPDH, EC 1.2.1.9), ktera je
translokovana do jadra. Jak je vidét, mize se S-nitrosylace vyznamné podilet na
regulaci bunééné smrti (Belenghi et al., 2007).

Byla popsana inhibice aktivity peroxyredoxinu II E (PrxIIE) pomoci S-nitrosylace
u Arabidopsis thaliana. Protein PrxIIE hraje kli¢ovou roli v detoxifikaci peroxydusitanu
(Sakamoto et al., 2003). Jeho inhibici dojde ke zvySeni hladiny peroxydusitanu
prostiednictvim reakce NO se superoxidem. Peroxydusitan specificky nitruje tyrosinova
rezidua v proteinech, které pusobi jako modulatory signalizace pti obranych reakcich
rostlin. S-nitrosylace tedy ovliviiuje klicové spoleéné body ROS- a NO-dependentnich
signalnich drah v odpovédi na stresové faktory prostiednictvim deaktivace dilezitych

bunéénych antioxidacnich systému (Gaupels et al., 2012).
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JA-dependentni odpovéd Jadro

Obr. 6 Charakteristické cile S-nitrosylace proteinti u rostlin (upraveno podle Leitner et al.,
2009). S-nitrosylace probihajici za fyziologickych podminek (modré Sipky) pravdépodobné
inhibuje MAT1 a pMC9, napomaha vzniku oligomeru NPR1. Indukce tvorby NO pii obranné
reakci, ktera je vyvolana stresovym podnétem (Gervené Sipky) vede k S-nitrosylaci GAPDH,
SABP3 a PrxIIE. Aktivita GAPDH je inhibovana S-nitrosylaci a protein je pfemistén do jadra.
S-nitrosylace SABP3 zpusobuje ztratu SA-vazebné kapacity a také vede k inhibici aktivity
karbonatanhydrasy. Rovnéz PrxIIE aktivita je omezena, coZz zplsobuje zvySenou produkci
peroxydusitanu a nitrovanych proteintl. Pfi indukci tvorby NO také thioredoxin (TRX) piisobi
proti NPR1, dochazi k uvolnéni monomeru a piesunu do jadra. PferuSované cCary znaci
hypotetické interakce, S-nitrosylace je symbolizovana cervenymi kulickami.

Byl proveden geneticky screening rozsdhlych T-DNA inser¢nich populaci, ktery
slouzil k identifikaci mutanti ryZe s naruSenou homeostazou RSNO prostiednictvim
Savill-Griessovy metody (Ma et al., 2009). Pokus byl proveden z divodu objasnéni
mozné role S-nitrosylace v prub&hu bunécné smrti listi ryze a k urCeni odpovidajicich
S-nitrosylovanych  proteini. Pifi  této praci byl nalezen mutant noel
(nitric oxide excess 1), u kterého byla nalezena vyssi hladina RSNO resp. NO
Vv porovnani s divokym typem (WT). Kdyz doslo k pfenosu 10-dennich mutanti noel,
které byly péstovany za nizké intenzity osvétleni, do podminek s vysokou intenzitou
osvétleni, jejich listy charakteristicky vybledly hned 2. den a v 5. den doslo k bunécné

smrti. Pomoci pozi¢niho klonovéani bylo zjiSténo, Ze tento gen koduje katalasu
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(AsCATC), ktera je ortologni k AtCAT2. Pti apoptose listu noel, jez byla indukovana
svétlem, byla odhalena vyssi aktivita nitratreduktasy produkujici NO a také zvySena
hladina peroxidu vodiku v listech noel i vjeho buné¢nych suspenznich kulturach.
Snizeni bunécéné smrti v suspenznich kulturach a listech mutanta noel bylo zpiisobeno
pusobenim PTIO  (2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl  3-oxid), ktery
ptebyteény NO odstranil. NO se tedy ukazal jako nepostradatelny zprostiedkovatel
H>0,-indukované bunééné smrti. Bunéénou smrt v listech tohoto mutanta také zmirnilo
snizeni hladiny RSNO, které bylo zptisobeno overexpresi GSNOR. Pii svétlem
indukované bunééné smrti byly detekovany S-nitrosylované proteiny prostfednictvim
proteomickych pristupt u WTi u noel, ale pouze u mutanta byly objeveny S-
nitrosylované GAPDH a thioredoxin, které se u zivo€ichid podili na S-nitrosylaci
regulované bunééné smrti (Lin et al., 2012).

Camejo et al. studovali S-nitrosylované proteiny, které byly izolovany z mitochondrii
hrachu pii pasobeni salinitniho stresu. Vysledky naznacovaly, ze rostliny vystavené
150 mM NaCl po dobu 14 dni vykazovaly minimalni pocet S-nitrosylovanych proteint,
mezi které patfily p-podjednotka ATP synthasy (EC 2.3.3.8), peroxiredoxin a heat
shock protein 90. Také pomér NADH/NAD" byl vyssi. Konfokdlni mikroskopii
a fluorimetricky byla naméfena vysSi produkce NO v listech. Pravdépodobné
v disledku dlouhodobého vystaveni salinitnimu stresu byla také vyznamné zvySena
aktivita GSNOR. Déle také byl detekovan zvySeny obsah nitrovanych proteint.
Vysledky ukazuji, Ze posttranslaéni modifikace mohou upravovat respiracni
1 fotorespirani drihy, také i1 nékteré antioxidani enzymy, které maji rozdilnou
S-nitrosilaci/denitrosylaci za fyziologickych podminek a také pii plsobeni salinitniho

stresu (Camejo et al., 2013).

2.3.3.3 Uloha GSNOR a SNO u hub
Prvnim popsanym enzymem, ktery vykazoval GSNOR aktivitu v houbéach, byla

glutathion-dependentni ~ formaldehyddehydrogenasa (EC  1.1.1.284) izolovana
z outkovky kafrové (Antrodia camphorata (Ac-GFD). Jedna se o vzacnou houbu
z ¢eled¢ choroSovitych a fadu choroSotvarych, hojné vyuzivanou v lidovém lé€itelstvi
na Tajwanu. Tento enzym vykazuje tedy dvoji aktivitu a to jak GFD tak i GSNOR.
Predpoklada se, Ze se tento enzym podili na detoxifikaci formaldehydu i v obran¢ proti

nitrosativnimu stresu (Huang et al., 2009).
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V roce 2002 byla provedena studie, ktera se zabyvala zapojenim GFD v metabolismu
methylotrofnich kvasinek Candida boidinii. Methanol pouzivany jako jediny zdroj
uhliku a energie byl oxidovan za pfitomnosti formaldehydalkoholoxidasy (EC 1.1.3.13)
lokalizované v peroxizomech. Pomoci desimilacni drahy je vznikly formaldehyd
neenzymatickymi reakcemi pieveden na S-hydroxymethylglutathion, ktery je
transportovan z peroxizomtl do cytosolu, kde slouzi jako substrat pro GFD, ktera jej
pfeménuje na S-formylglutathion. Tento produkt je pak dale hydrolyzovan za tvorby
glutathionu a mravencanu enzymem S-formylglutathionhydrolasou (EC 3.1.2.12)
Nakonec je formyl pfeménén na oxid uhli¢ity formyldehydrogenasou. (FDH). Béhem
této oxidacni drahy dochazi k tvorbé NADH, ktery je generovan béhem dvou reakci
katalyzovanych GFD a FDH. Ptedpoklad4d se, Ze vzniklé molekuly NADH jsou
kli¢ovym zdrojem energie pfi rustu na methanolu (Lee et al., 2002).

GFD izolovana ze S. cerevisiae se vyznacuje velkou shodou sekvenéni identity
(63%) slidskym enzymem, avSak tyto enzymy se liSi kinetickymi parametry
(Fernandez et al., 1995; Holmquist a Vallee, 1991). U enzymu ze S. cerevisiae jsou
mnohonasobné vyssi hodnoty Ky a Kea nez u lidské GFD. Celkové hodnoty Ky pro
S-HMGSH, jako substrat, jsou vyssi pro vSechny zndmé kvasinkové a bakterialni GFD
(Uotila a Koivusalo, 1989; Allais et al., 1983) nez u enzymu z rostlin a zivo¢ichi
(Koivusalo et al., 1989; Holmquist a Vallee, 1991; Shafqat et al., 1996). Bylo zjisténo,
ze rezidua podilejici se na vazb& substratu jsou zachovéna jak u lidské GFD tak
I u kvasinek. Zména se nachazi ve vazebném misté¢ koenzymu, kde Ile-269 z lidského
enzymu je nahrazen Thr-269 a dalsi zménou je Asp-267, ktery je v lidské GFD
zastoupen Glu-267. Tyto zmény V reziduich 269 a 267 jsou zodpovédné za zmény
interakci ve vazebném misté a proto jsou pravdépodobné hodnoty Ky a Kear U kvasinek
vyssi. Dale vyplyva, ze GFD neni esencidlni enzym pro Zzivot S. cerevisiae
Vv laboratornich podminkach, avSak v jejich pfirozeném prostiedi se nachazi vyssi
koncentrace formaldehydu, a proto vysSs$i kinetické parametry zvySuji odolnost
S. cerevisiae proti toxickému formaldehydu (Fernandez et al., 1999).

Norin et al. studovali vlastnosti a strukturni vztahy ADH enzymu z Agaricus
bisporus (pecarka dvouvytrusa). Vysledky ukazuji pfitomnost jedné hlavni ADH sady
tii dimeri, a kazdy znich mé vlastni specifickou aktivitu kolem 32 U/mg pro
formaldehyd/glutathion jako substrat. Byla stanovena také primérni struktura ukazujici

nativni polypeptidovou podjednotku z 378 rezidui. Ze ziskané primérni struktury byla
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stanovena trojrozmérnd struktura, podle niz byl stanovovany enzym pfifazen k ADH
tiidy III (Norin et al., 2004).

NO spolecné s reaktivnimi formami kysliku (ROS) se podili na obranné reakci
rostlin, ucastni se také hypersenzitivni reakce a rostlinné bunécné smrti
(Yoshioka et al., 2009). Bylo také dokazano, ze gen kodujici flavohemoglobin
(EC 1.14.12.17) je nepostradatelny pro detoxifikaci NO a pracuje jako ochrana proti
nitrosativnim podminkam v nekrotrofni houbé Botrytis cinerea
(Turrior-Gomez et al., 2010). Z tohoto divodu, je pravdépodobné, Ze relativni citlivost
houbovych patogenii na oxidativni a nitrosativni stres zavisi na ucinnosti jejich
vlastniho detoxifikaéniho mechanismu pro ROS a RNS.

Jak jiz bylo fe€eno NO a od n¢j odvozené reaktivni formy dusiku jsou soucasti
obranného mechanismu rostlin a Zivo¢ichti. Lidsky patogen Cryptococcus neoformans
obsahuje flavohemoglobin-denitrosylasu a GSNOR, které se podili na odstranovani NO
a GSNO, ¢imz ptispivaji k patogenezi tohoto organismu. Mutanti C. neoformans,
ktefi neobsahovali flavohemoglobin-denitrosylasu (fhb 1), byly v ptitomnosti donoru
NO v médiu hypersenzitivni k NO a jejich rist byl zastaven. Po odstranéni donoru
z média mutant fhb 1 pokracoval v rustu, z ¢ehoz vyplyva, ze NO uplatiiuje spise
fungistaticky efekt. Dalsi experimenty ukazuji, Ze flavohemoglobin chrani bunky
houbového patogena proti nitrosativnimu utoku, ale nemetabolizuje GSNO.
C. neoformans pravdépodobné pievadi GSNO na NO, ktery je pak detoxifikovan
pomoci flavohemoglobinu (de Jesus-Berriors et al., 2003).

Reaktivni formy dusiku produkované makrofagy, neutrofily a dalSimi fagocytujicimi
bunikami jsou vysoce toxické pro vétSinu houbovych patogent, protoze zpiisobuji
poskozeni DNA, proteint a lipida (Bogdan et al., 2000). RNS tedy mohou blokovat rist
téchto patogenii nebo mohou zplisobovat jejich smrt. Efektivita tohoto obranného
mechanismu hostitele zavisi na citlivosti daného houbového patogenu k ROS a RNS a
na jeho schopnosti tyto latky detoxifikovat (Aratani et al., 1999).

V praci Zheng et al. z roku 2011 bylo prokazéano, Ze oxid dusnaty zprostiedkovava
biosyntézu polyfenoltt v Inonotus obliquus (rezavec Sikmy) po expozici houbovému
elicitoru. Jako houbovy elicitor byly pouzity bunééné stény houby Alternaria alternata.
Béhem experiment bylo zjiSténo, ze vyS$i bunécnd hladina NO souhlasila s vyssi
akumulaci SNO a polyfenolii. V praci byly také uvedeny experimenty, béhem kterych
byly k inokulovanému I. obliquus pfidany modulatory produkce NO. Jako donor NO
byl pfidan nitroprusid sodny a jako inhibitor NO synthasy aminoguanidin. Z téchto
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pokusti vyplynulo, ze po pfidavku donoru NO doslo k zvySeni produkce nejen bunééné
hladiny SNO, ale i k zvyseni produkce biomasy mycelia a hladiny celkovych polyfenoli
mycelia. Nejvyssi nartst byl vSak zaznamenan v hodnotich aktivit GSNOR
a thioredoxinreduktasy. V kulturach s pifidanym aminoguanidinem do$lo k vyraznému

snizeni vSech vy$e zminénych parametra (Zheng et al., 2011).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics (USA): glutathion; Triton X-100.

Agrisera (Svédsko): primarni polyklonalni krali¢i protilatka proti-GSNOR z Arabidopsis
thaliana

AppliChem (Némecko): NADH; suSené nizkotu¢né mléko.

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue R-250, Laemmliho vzorkovaci pufr, proteinovy
standard Precision Plus Protein™" Duo Extra.

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny, aceton; diethylether; formaldehyd; hydroxidy -
sodny, draselny; methanol.

Merck (Némecko): Ponceau S.

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan.

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid; dihydrogenfosforec¢nan draselny;
dihydrogenfosforecnan sodny; DTT; dusitan sodny; dodecylsulfat sodny; glycin; glycerol;
hovézi sérovy albumin; hydrogenfosforecnan draselny dihydrat; hydrogenfosfore¢nan sodny
dihydrat; merkaptoethanol; roztok NBT-BCIP; N, N'-methylenbisakrylamid; N, N, N, N'-
tetramethylethylendiamin; persiran amonny; PMSF; sekundéarni kozi protilatka na kralici
imunoglobuliny znacena peroxidasou; sekundarni kozi protilatka na krali¢i imunoglobuliny

znacena alkalickou fosfatasou; Tween-20, luminol Chemiluminiscent Peroxidase Substrate.

Primarni polyklonalni protilatka na-GSNOR ze Solanum Lycopersicum: Primarni protilatka
pfipravena s vyuzitim rekombinantniho proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum cv.
Amateur byla poskytnuta Dr. L. Kubienovou (Kubienova et al., 2013).

Rekombinantni protein GSNOR z Brassica oleracea byl poskytnut Mgr. T. Tichou.

3.1.2 Pristroje a vybaveni
Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);

centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie); centrifuga 6K 15 (Sigma, Némecko); digitalni pH
metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni predvazky (KERN, Némecko); dokumentacni
zatizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA); elektroforeticky systém Mini PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektromagneticka michac¢ka (IKA, Némecko); laminarni box
(Schoeller, CR); magneticka michatka (IKA, Némecko); mikrodesti¢kovy reader Synergy HT
(Bio-Tek, USA), chemiluminiscen¢ni scanner (LI-COR; UK), termostat (Grant, UK); tiepacka
VXR basic (IKA, Némecko); vortex (Stuart, UK); zdroj pro elektroforézu PowerPac 300
(Bio-Rad, USA).
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Blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA); kolonky PD-10 (GE Healthcare, USA);
mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); nitrocelulosovd membrana 0,45 pm
(Bio-Rad, USA).

3.2 Biologicky material

3.2.1 Phytophtora parasitica
Phytophtora parasitica patii do tfidy oomycet. Patii mezi piivodce chorob plisné
bramboru a rajcete.

Obr. 7 Kultura P. parasitica in vitro.

Extrakty byly ptfipraveny z 35 dni staré kultury Phytophtora parasitica, ktera byla
poskytnuta doc. Sedlafovou z Katedry botaniky PfF UP. Vzorky byly pouzity bud’ na
piimou extrakci mycelia z Petriho misek, nebo se alikvoty pienesly do médi ze zelenych
hraska (0,5 ml ptvodni kultury do 10 ml média). Misky byly ponechany na svétle pii
laboratorni teploté 25 dni.

Piiprava média

K navazce 120 g zmrazeného zeleného hrasku byl pfidan 1 1 deionizované vody a smés
byla 15 min autoklavovéana. Extrakt byl pfecezen pies vrstvy nylonové tkaniny, doplnén
deionizovanou vodou na objem 1 1 a autokldvovan 20 min. Hotové médium byla

skladovana v uzavienych nadobach v chladu do pouziti pro kultivaci P. parasitica.
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3.2.2 Rostlinny material
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom je nejmensi existujici kultivar rajcete, dortsta

vysky 6-8cm, s velmi kratkym Zivotnim cyklem, 70-90 dni. Pravé pro svlij maly vzrist,
rychly rast a snadnou transformaci je vhodnou modelovou rostlinou pro vyvoj regulace
vyvoje bobulovitych ploda (Meissner et al., 1997; Eyal a Levy, 2002). Kultivar byl
vytvoren kiizenim dvou odrid Florida Bascet a Ohio 4013-3 (Scott a Harbaugh, 1989).
Jeho fenotyp je zpisoben mutaci tfi genti a to dwarf (D), miniatur (mnt) (Meissner et
al., 1997) a self-pruning (SP) (Marti et al., 2006).

Obr.8 Péstovani S. lycopersicum cv. Micro-Tom: 11-denni semenacek (a) a 32-denni
rostlina (b).

Seminka byla zasazena do zahradnického substratu (Agro) v plastovych kvétinacich.
Rostliny byly péstovany ve skleniku pii teploté 25°C. Pro stanoveni aktivity a detekci
GSNOR metodou Western blot byly pouzity listy 3-mési¢nich rostlin

S. lycopersicum cv. Micro-Tom

3.3 Experimentalni metody

3.3.1 Extrakce a purifikace

Extrakty byly pfipraveny z rostlinného materialu, ktery byl homogenizovan v tekutém
dusiku nebo na pfedem vychlazené tfeci misce s piskem. K rostlinnému materidlu byl
piidan extrakéni pufr (50 mM Tris, 0,1 mM EDTA Na®, 0,2% (v/v) Triton X-100, 2 mM
DTT, 1 mM PMSF) v poméru 2:1 (2 ml extrak¢niho pufru na 1 g rostlinného materialu).
Homogenizovany extrakt byl centrifugovan 20 min pii 16000 g a 4 °C. Supernatant byl
precistén na kolonce PD-10 (Pierce). Kolonka byla ekvilibrovana 15 ml 10 mM
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Na-fosfatového pufru, pH 6.8. Poté byl nanesen 1 ml vzorku, po jeho vsidknuti bylo
naneseno 1,5 ml 50 mM K-fosfatového pufru, pH 7.8. Pod kolonku byla umisténa Cista
zkumavka a do kolonky se naneslo 3,5 ml 50 mM K- fosfatového pufru, pH 7.8
a zachytilo se 3,5 ml eludtu. Kolonka se nakonec nechala promyvat deionizovanou

vodou (Corpas et al., 2008).

3.3.2 Spektrofotometrické metody

3.3.2.1 Stanoveni enzymové aktivity GSNOR

Aktivity enzymu je stanovena na zakladé Warburgova optického testu. Ten je zalozen

na zmén¢ absorpéniho maxima oxidované a redukované formy koenzymu

NAD*/NADH (AnaxNAD* = 260 nm, AnaNADH = 340 nm; € = 6200 I-mol™*-cm™).
Aktivita GSNOR se méfila spektrofotometricky pti 340 nm a pii 25 °C. Méfeni bylo

provedeno na 96-jamkovych mikrodesti¢kach. Do jednotlivych jamek se naneslo 225 ul

reak¢niho pufru (20 mM Tris, pH 8, 0,5 mM EDTA Na*), 15 pl extraktu, 30 ul 20 mM

NADH. Reakce byla startovana piidavkem 30 pl 4 mM GSNO. V ptipadé blanku bylo

GSNO nahrazeno 30 pl deionizované vody.

Piiprava S-nitrosoglutathionu

S-nitrosoglutathion byl pfipraven podle prace Moora a Mani, 2002. Navazka 614 mg
glutathionu (GSH, 2 mmol, MW = 307,3) byla rozpustétna v3 ml 0,5 M HCI
a vychlazena na ledové lazni. Navazka 138 mg NaNO, (2 mmol, MW = 69) byla
za stalého michani pfidana k roztoku GSH. Reakéni smés se ponechala 40 min
na ledové lazni. Vznikld cervend sraZzenina byla odsata na filtracnim papife na
Biichnerové nalevce. SraZenina byla dale promyta 2x 10 ml ledové vychlazené
deionizované HO, 2x 10 ml ledov€ vychlazeného acetonu, 2x 10 ml ledoveé
vychlazeného diethyletheru. Odsata srazenina byla seSkrabana z filtracniho papiru na
alobalu nechal se 30 min susit ve tmé v exikatoru. Vysuseny produkt se ihned zamrazil

a uschovaval pii -20 °C.

3.3.2.2 Stanoveni obsahu proteinit metodou Bradfordové
Principem metody je vznik stabilniho komplexu adsorpci barviva Coomasie Blue G250

na molekulu proteinu vkyselém prostfedi. Vysledny produkt je méfen
spektrofotometricky pfi 595 nm (Bradford, 1976).

Mg¢fteni se provadélo v 96-jamkovych mikrodestickach. Do jednotlivych jamek bylo
naneseno 45 pl deionizované vody, 5 pl extraktu nebo standardu BSA, 200 pl

pracovniho roztoku ¢inidla Bradfordové. Desticka byla jemné protiepdna a ponechana
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5 min inkubovat. Poté byla zméfena obsorbance piti 595 nm. Jako standard byl pouzit
hovézi sérovy albumin v rozmezi 0 - 1,5 mg.ml™.

Cinidla pro stanoveni a barveni proteint

Cinidlo Bradfordové: pracovni roztok je piipraven nafedénim zisobniho roztoku
Coomasie Blue deionizovanou vodou v poméru 1:4.

Zasobni roztok Coomasie Blue: 50 mg Coomassie Blue G250 rozpusténo v 25 ml
methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné. Roztok byl doplnén do 100 ml

deionizovanou vodou

3.3.2.3 Stanoveni S-nitrosothiolit Savillovou metodou
Metoda je zaloZena na uvolnéni NO™ z S-nitrosothiold, které je katalyzovana Hg2+ soli.

Vznikajici dusitan je detekovan v kyselém prostiedi pomoci tvorby diazoniové soli,
ktera dale kopuluje s ¢inidlem NED za tvorby azobarviva. Vznikly produkt je detekovan
spektrofotometricky pti 540 nm (Moore & Mani, 2002).

S-nitrosothioly byly stanoveny na 96-jamkovych mikrodestickach. Do kazdé jamky
byly napipetovano 5 pl extraktu a 195 pl ¢inidla A nebo B. Po 5 minutové inkubaci
bylo ptfidano 100 pl ¢inidla NED. Po dalSich 5 min inkubace byla méfena absorbance
pfi 540 nm.

S-nitrosothioly byla také stanovovany v 80 pl neptecisténého rostlinného extraktu,
ke kterému se ptidalo 10 ul 1 mM kyseliny askorbové a 10 ul 1 mM pentahydratu
siranu m&d’natého, smés se poté nechala za chlazeni 30 min inkubovat. Poté se méfily
S-nitrosothioly vySe popsanym zpiisobem.

Slozeni roztokl

Cinidlo Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5M HClI

Cinidlo Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5M HCI a 1% HgCl,
Cinidlo NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vodé

3.3.3 SDS-PAGE
Jedna se o elektroforesu v polyakrylovém gelu za ptitomnosti dodecylsiranu sodného,

ktera se pouZziva pro separaci proteinti na zdkladé¢ jejich molekulové hmotnosti.
Rozdé€leni proteinit bylo provedeno pomoci SDS-PAGE v 10% délicim, pHS,8
a Vv 4% zaosttovacim gelu, pH 6,8 (Laemmli, 1970). Zaostfovani zony proteinti nejprve
probihalo pii napéti 120 V, po doputovani bromfenolové modii k rozhrani mezi
zaostfovacim a délicim gelem bylo napéti zvySeno na 180 V. Po vymyti bromfenolové

modii z gelu byla elektroforéza ukoncena.
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Ptiprava vzorka pro SDS-PAGE
Extrakt byl smichan s Laemmliho vzorkovacim pufrem (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4%

SDS; 20% glycerol; 0,2% bromfenolova modf; 5% merkaptoethanol) v poméru 3:1.
Poté byl vlozen do termobloku a inkubovan 10 min pii 95 °C. Po ochlazeni na ledové
lazni se extrakt centrifugoval 5 min pii 6 000 g. Do jamek na pfipraveném gelu bylo
naneseno 20-25 pl pfipravené¢ho vzorku. Byl také nanesen standard molekulové
hmotnosti v objemu 5 pl. U standard nebyla provedena inkubace pii 95 °C. Jako
standardy byly pouzity Precision Plus Protein¥" Dual Xtra Standards (Bio-Rad) nebo
Western Blot Protein Standard (Serva)

Roztoky pro SDS-PAGE

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1% SDS, pH 8,3

V tab 2. je uvedeno slozeni zaostfovaciho a déliciho gelu. Objemy jsou uvedeny pro

pripravu 2 geld pro skla o velikosti 10x10 cm se spacery o tloustce 0,75 mm.

Tab 2. Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

AA/BIS Tris HCI Tris HCI 10%

Typ gelu 30%/0,8% 15 M, 0,5M, H,0O SDS TEMED APS
pH 8,8 pH 6,8

10% délici 3,3 2,5 41 0,1 0,01 0,1

4% zaostrovaci 0,65 1,25 3,05 0,05 0,01 0,1

Proteinil v gelech po ukonceni elektroforézy byly detekovany komerénim roztokem
Coomassie Blue (Bio-Rad).

3.3.4 Western blot

Metoda byva pouzivéna pro detekci specifického proteinu ve smési. Miizeme vyuzit
elektroforeticky separované proteiny, které jsou pieneseny z gelu na membranu, kde
jsou detekovany specifickymi primarnimi protilatkami.

Separované proteiny metodou SDS-PAGE byly z gelu preneseny na nitrocelulosovou
membranu metodou "tank blotting" s plné ponofenou membranou a gelem v blotovacim
pufru. Blotovani probihalo pfes noc. Do blotovaci komtrky obsahujici pfenosovy pufr
se vlozila uzaviend kazeta obsahujici nasledn€ setfazené slozky: porézni houbicka,
filtraéni papir, gel, membréna, filtraéni papir, porézni houbitka. Usp&snost transferu
proteinli na membranu byla ovéfena vizualizaci proteinli barvivem Ponceau S (0,2%
Ponceau S; 10% kyselina octovd), které lze zpétné vymyt destilovanou vodou.
Po vymyti barviva byla membrana promyvéana 3x 10 min 5% roztokem susen¢ho mléka,

ve kterém se po promyti membrdna nechala blokovat dvé hodiny. Po blokaci byla

27



membrana inkubovana 2 hod s primarni polyklonalni krali¢i protilatkou, ktera byla

pfipravena proti rekombinantnimu proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum cv.

Amateur, (fedéni protilatky bylo 1:1000 v 5% mléku). Poté nasledovalo promyti 3x

10min v roztoku Tween 20 v TBS. V dalsim kroku se k membrané piidala sekundarni

kozi protilatka s navazanou alkalickou fosfatasou nebo kienovou peroxidasou. Redéni

bylo v prvnim piipadé 1:5000 a v druhém 1:10000. Membrana se nechala inkubovat

sekundarni protilatkou po dobu 1 hodiny. Nasledovalo opétovné promyti v roztoku

Tween 20 vTBS (3x 10 min). Kdetekci byly vyuzity dvé metody, a to

chemiluminiscence nebo detekce barevného produktu. Substratem pro alkalickou

fosfatasu byl komer¢ni roztok NBT-BCIP a pro kienovou peroxidasu se jednalo

o komer¢ni roztok Iluminolu. Membrany znacené alkalickou fosfatasou byly

vyfotografovany na dokumentaénim systému Gel Doc™' a chemiluminiscenéni signal

z membran znalenych kienovou peorxidasou byly vyhodnoceny pomoci

chemiluminiscenéniho skeneru C-DiGit.

. Primarni protilatky:

(a) pripravena krali¢i primarni polyklonalni protilatka proti-SIGSNOR (1:250 v 0,5%
nizkotu¢ném suSeném mléku v TTBS)

(b) komer¢ni krali¢i primarni polyklonalni protilatka proti-AtGSNOR (1:250 v 0,5%
nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS)

. Sekundarni protilatky:

(a) komercni sekundarni kozi protilatka znacend peroxidasou(1:1000 v 0,5%
nizkotu¢ném suSeném mléku v TTBS)

(b) komer¢ni sekundarni kozi protilatka znacend alkalickou fosfatasou (1:1000 v 0,5%
nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS)

Roztoky pro Western blot

Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kyseliné octové
Blotovaci pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
TBS pracovni pufr: 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5

TBS Tween: 0,15 ml Tween-20 do 300 ml TBS

10% nizkotu¢né susené mléko v TBS Tween

Komer¢ni luminol (Sigma): reakéni pufr a reagent v poméru 2:1

Barvici roztok s NBT-BCIP: pripraveny komer¢ni roztok NBT-BCIP (Sigma)
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3.3.5 Nativni elektroforéza
Elektroforéza je provadéna bez pfitomnosti denaturacnich ¢inidel. Separace proteind je

dana jejich celkovym nébojem, tvarem a velikosti.

Separace proteint byla provedena pomoci nativni elektroforézy v 8% délicim gelu,
pH 8,8 a v 4% zaostrovacim gelu, pH 6,8. Zaostfovani v zaostiovacim gelu probihalo
pfi konstantnim napétim100 V, pro separaci v délicim gelu bylo napéti zvyseno na
180 V.

Po separaci byla provedena detekce GSNOR metodou fluorescencni detekce
spotieby u kofaktoru NADH. Na gel byl nejprve polozZen filtra¢ni papir, na ktery bylo
naneseno 5 ml 4 mM NADH, nésledovala 10 min inkubace ve tmé&. Poté byl filtra¢ni
papir odstranén a na gel bylo naneseno 5 ml 2 mM GSNO, nasledovala 5min inkubace.
Po ozéfeni gelu UV zéafenim byla detekovana mista, kde doslo diky aktivit¢ GSNOR ke
spottebé NADH jako tmavé bandy.

Dalsi dva gely byly barveny pomoci NBT s vyuzitim dehydrogenasové aktivity
GSNOR s (S-hydroxymethyl)glutathionem jako substratem (Sakamoto et al., 2002).
Gely byly rozdéleny zvlast do misek a bylo k nim pfiddno 10 ml roztoku 0,1 mM
NAD" a 0,1 mM PMS v 0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,4. Dale bylo do obou misek
napipetovano 50 ul 0,1 mM NBT v 0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,4. Nakonec bylo
pouze uz k jednomu gelu ptidano 50 pl roztoku 1 mM GSH, ktery byl pfipraven
rozpu$ténim 3,1 mg GSH v 40 pl 0,1 M fosfatového pufru, pH 7,4 a 10 ul 1 mM
roztoku formaldehydu (10x nafedény 30%zasobni roztok formaldehydu 0,1M
fosfatovym pufrem, pH 7,4). Oba gely se nechaly inkubovat ve tm¢ na tfepacce do
vyvoje modrofialovych bandi, indikujicich pfitomnost dehydrogenasové aktivity
GSNOR.

Pfiprava vzorku pro nativni elektroforézu:

Extrakt byl smichan s 60% glycerolem v poméru 1:1. Jako standard byla pouzita
rekombinantni GSNOR, ktera byla fedéna 60% glycerolem v poméru 1:1. Pro
monitorovani priabehu elektroforézy byla pouZzita smés bromfenolové modii

s glycerolem v poméru 3:1.

Pouzité roztoky:

Elektrodovy pufr pro nativni elektroforézu.

V tab. 3 je uveden postup pro piipravu geld.
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Tab. 3 Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

typ gelu AA/Bis Tris HCI Tris HCI H20 TEMED start
30%/0,8% 1,5M, pH 0,5M, pH APS

8,8 6,8
8% délici 5,2 5 - 9,2 0,02 0,12
4% zaostrovaci 1,3 - 2,5 59 0,02 0,12

4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni aktivity GSNOR v P. parasitica
Jednim z cild bylo potvrzeni pfitomnosti aktivity GSNOR u P. parasitica. Pro srovnani

byla aktivita enzymu také stanovena v extraktech rostlin rajéat S. lycopersicum cv.
Micro-Tom a S. lycopersicum cv. Amateur.

Pfi méfeni pozorovano, ze aktivita GSNOR klesa se staiim kultury P. parasitica
(obr.9). Ukazalo se, ze aktivita S. lycopersicum cv. Micro-Tom byla trojnasobné vyssi
nez u srovnavaciho genotypu S. lycopersicum cv. Amateur

300

250

200

150

100

a (nmol/min na 1g FW)

50

N B B B

MicroTom Amateur P. parasitica P. parasitica
(stari 14dni) (stari 35dni)

0

Obr. 9: Stanoveni aktivity GSNOR v S. lycopersicum cv. Micro-Tom, S. lycopersicum cv.
Amateur a P. parasitica

4.2 Detekce GSNOR v P. parasitica metodou nativni elektroforézy
Pritomnost GSNOR v extraktu mycelia P. parasitica byla prokazana nativni

elektroforézou a s vyuzitim detekce na zakladé rozkladu NADH v UV svétle (obr. 10).
Vysledky ziskané metodou barvenim NBT s vyuzitim dehydrogenasové aktivity

GSNOR jiz nebyly tak presvédcivé, bandy odpovidajici GSNOR byly pozorovana i
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Vv piipad¢ kontrolnich geld, ke kterym nebyl pfiddn GSH potiebny pro tvorbu substratu
enzym (obr. 11)

Obr. 10: Detekce GSNOR rozkladem NADH v UV svétle: 1 — rekombinantni SIGSNOR, 2 —
vzorek P. parasitica (35 pul), 3 — vzorek P. parasitica (30 ul), 4 — vzorek P. parasitica (25 pl).

Obr. 11: Detekce GSNOR barvenim NBT s bez piidani GSH (a) a s pfidavkem GSH (b). 1 —
rekombinantni SIGSNOR, 2 — vzorek P. parasitica (35 ul), 3 — vzorek P. parasitica (30 pul), 4 —
vzorek P. parasitica (25 pl).

4.3 Detekce GSNOR metodou Western blot

V ramci provadénych experimentli, byla pouzita metoda Western blot pro ovéteni
moznosti detekce GSNOR v extraktech z P. parasitica pomoci dostupnych primarnich
protilatek: primarni polyklonalni protilatky proti GSNOR ze S. lycopersicum
a komer¢ni protilatky proti GSNOR z A. thaliana (Agrisera). Pro kontrolu metody byl
pouzit rekombinantni protein GSNOR =z Brassica oleracea. Proteiny z gelu byly
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pfeneseny na nitrocelulosovou membranu, coz bylo potvrzeno pomoci Ponceau S
(obr. 12). Imunochemicka detekce potvrdila vedle standardu rekombinantniho proteinu
GSNOR z B. oleracea ptitomnost GSNOR v extraktu z listi S. lycopersicum cv.
Amateur (obr. 13). Slaby band byl pozorovan i v extraktu z rajéete cv. Micro-Tom,
naopak Vv extraktu z mycelia P. parasitica nebyl zadny imunoOreaktivni protein
detekovan. Podobné negativni vysledky detekce GSNOR v extraktu P. parasitica byly
ziskany i pti pouziti komeréni protilatky na GSNOR z A. thaliana

Obr. 12 Barveni molekulovych markert pomoci Ponceau S: 1 — GSNOR z Brassica oleracea, 2
a 3- vzorek S. lycopersicum cv. Amateur, 4 a 5 - S. lycopersicum cv. Micro-Tom

1 2 3 4 5

Obr. 13: Detekce GSNOR: 1 — GSNOR z Brassica oleracea, 2 a 3- vzorek S. lycopersicum cv.
Amateur, 4 a5 - S. lycopersicum cv. Micro-Tom

4.4 Stanoveni S-nitrosothioli
Dalsim cilem prace bylo ovéfit moznost stanoveni obsahu S-nitrosothiolt v

extraktech P. parasitica a extraktech listd rajcat Micro-Tom Savillovou metodou.
K tomuto méfeni bylo potieba vytvorit kalibra¢ni kiivku. Pro kalibracni kiivku byly
ptipraveny 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 pM a 200 uM roztoky GSNO v 0,5 M HCI.
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Obr. 14: Kalibra¢ni kiivka pro vyhodnoceni obsahu S-nitrosothioltl ve vzorku.

Hladina celkovych S-nitrosothioli v nepiecisténych extraktech byla témér
dvojnasobné vyssi u S. lycopersicum cv. Micro-Tom nez u P. parasitica (obr.15). Po
preciSténi extraktli gelovou chromatografii na kolonkach PD-10, kdy byly odstranény
GSNO a ostatni nizkomolekularni S-nitrosothioly, doslo k snizeni obsahu

S-nitrosothiolti bezmala na polovinu u obou vzorki.

35

B MT -, S. lycopersicum
cv. Micro Tom
B PP — P. parasitica

extrakt PP precisténa PP extrakt MT precistény MT

25

20

15

Koncentrace
S-nitrosothioll

10

Obr. 15: Stanoveni koncentrace S-nitrosothiolli v pfecisténych a nepiecisténych extraktech
S. lycopersicum cv. Micro-Tom a P. parasitica.
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Déle byl studovan vliv exogenné pifidaného GSNO na koncentraci celkovych
S-nitrosothiolti v pfecisténém vzorku (obr.16). Ukazalo se, ze po piidavku GSNO se
hladina S-nitrosothiol zdvihla, ale pfesto neodpovidala teoretické hodnoté, ktera byla
pfedpokladéna. Pravdépodobné dochazelo k caste¢nému rozkladu ptidaného GSNO

vlivem latek ptitomnych v extraktech.

120
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80

60 B Phytophthora
B Micro-Tom

40

) .

extrakt  extrakt+20 extrakt+50 extrakt+100 extrakt+200
MM GSNO pM GSNO pM GSNO  uM GSNO

oncentrace
S-nitrosothiolt
(uM)

Obr. 16: Stanoveni S-nitrosothiolt v S. lycopersicum cv. Micro-Tom a P. parasitica po piidani
narustajici koncentrace GSNO.

Dale se také provadél experiment, ve kterém k nepfecisténému extraktu z P.
parasitica byly pfidany 1 mM kyselina askorbova a 1 mM siran m&d’natéhy, jako latky
zpusobujici rozklad S-nitrosothiola (obr. 17). V porovnani se vzorkem, ktery byl
nafedén ve stejném pomeru s pufrem, bylo pozorovano, ze po pridavku Cu?* a kyseliny

askorbové klesla koncentrace S-nitrosothioll na vice nez polovinu.
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Obr. 17: Stanoveni S-nitrosothiol v P. parasitica po jejich rozkladu pomoci kyseliny
askorbové a Cu®*
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S5 Zavér
V experimentalni ¢asti prace byla provedena vychozi studie GSNOR v modelové

rostlin¢ S. lycopersicum cv. Micro-Tom a patogenu P. parasitica. Zasadni vysledky

prace jsou:

Pti sledovani aktivity GSNOR v genotypech Solanum byla nejvétsi aktivita

namétena u genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom.

e Se zvySujicim se staiim mycelia P. parasitica se snizuje aktivita GSNOR.

e Metodou nativni elektroforézy byl uspéSné detekovana piitomnost GSNOR
v myceliu P. parasitica.

e Imunochemicka detekce potvrdila ptitomnost GSNOR v listech S. lycopersicum
cv. Amateur, méné piesvédCivé také v genotypu S. lycopersicum cv.
Micro-Tom.

e Dvakrat vyssi hladina S-nitrosothiolt byla spozorovana V nepiecisténych

vzorcich u S. lycopersicum cv. Micro-Tom oproti P. parasitica.

e Po pridavku Cu® a kyseliny askorbové doslo k rozkladu S-nitrosothioli v
extraktech.

V praci byla prokazana ptitomnost GSNOR 1 SNO v patogeni oomyceté. Detailng;si

poznani jejich funkce a ulohy v patogenezi P. parasitica si vSak vyzaduje dalsi

zkoumanti jiz zavedenymi experimentalnimi metodami.
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