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Abstrakt:

Teplotni stres je jednim z abiotickych stresovych faktori, ktery podstatnym zptasobem
ovliviiuje rast a vyvoj rostlin. Rostliny odpovidaji na teplotni stres fadou bunéénych a
metabolickych zmen, charakteristicka je syntéza molekularnich chaperoni tzv. heat-shock
proteini (HSP). V téo préci byl studovan vliv teplotniho Soku (v podob¢ ptisobeni 40°C 1
hodinu z 20°C) na aktivity NADP-dependentnich enzymi, enzyma Hatchova-Slackova
cyklu, glykosidas a na aktivitu peroxidasy v listech tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit
Havana SR1). Vzhledem k tomu, Zze HSP napoméhaji spravnému sbalovani nezralych
proteini, podileji se na opravovani Spatné sbalenych nebo ¢éstecné denaturovanych
proteini, na degradaci denaturovanych proteinti a na vytvoieni termotolerance rostliny,
bylo cilem prace zjistit, zda aktivita studovanych enzymu zistane zachovana, nebo zda
bude modulovana v rdmci obranné odpoveédi.

NejvetsSi mnozstvi proteinu HSP70 detekované imunochemicky bylo zjisténo 1 hodinu po
aplikaci teplotniho Soku kdy byly také stanoveny vysSi aktivity Sikimétdehydrogenasy,
NADP-dependentni malétdehydrogenasy (oxalacetét-dekarboxylacni), fosfoenolpyruvat-
karboxylasy, B-hexosaminidasy a a-mannosidasy, nez v kontrolnich rostlinach, které vyssi
teploté vystaveny nebyly. Aktivita peroxidasy byla oproti kontrolnim rostlindm nejvice
zvySena 1 den po aplikeci HS. Pomoci nativni elektroforézy byly nalezeny rozdily
v zastoupeni isoforem peroxidasy kontrolnich a stresovanych rogtlin.

DalSi dny po ptasobeni teplotniho Soku (3., 5., 7. a 10. den) doSlo k vyznamnému sniZeni
jak mnozstvi proteinu HSP70, tak aktivity vSech sledovanych enzymi kromé NADP-ME a
céstecné i peroxidasy. Zda se jedna o vliv HSP, nebo o regulaci na Urovni aktivity,
transkripce a translace bude objasnéno dalSimi experimenty.

Kli¢ova slova:

Teplotni 3ok, chaperony, heat-shock proteiny, NADP-dependentni enzymy, enzymy
Hatchova-Slackova cyklu, glykosidasy, peroxidasa
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Abstract:

Heat stress is one of abiotic stress factors, which fundamentally influences the growth and
development of plants. Plants response to heat stress by series of cell and metabolic
changes, the specificity of heat stress is synthesis of molecular chaperons, called heat-
shock proteins (HSP). The influence of heat shock (in the form of 1 hour application of
40°C from 20°C) on the activity of NADP-dependent enzymes, enzymes of Hatch-Slack
cycle, glycosidases and the activity of peroxidase in tobacco plants (Nicotiana tabacum L.
cv. Petit Havana SR1) was studied in this work. Since HSP are involved in proper folding
of immature, misfolded or partly denaturated proteins, in degradation of denaturated
proteins and in induction of thermotolerance of plants, the aim of this work wasto find out,
if the activity of studied enzymes will be maintained or modulated within the plant defense
response.

The highest amount of HSP70 detected immunochemically together with higher activities
of NADP-malic enzyme, phosphoenolpyruvate carboxylase, p-hexosaminidase and o-
mannosidase compared to control plants was found 1 hour after application of heat shock.
Peroxidase activity was most increased 1 day after HS compared to controls. Using native
electrophoresis the differences in isoform content between control and HS-stressed plants
were observed.

Later after application of heat stress (the 37, the 5", the 7" and the 10" day after heat
shock), significant decrease of activity of all studied enzymes excepting NADP-ME and
partially peroxidase was determined. Next experiments are needed to clarify if the reason
of decreased activities is the influence of HSP or the regulation on activity, transcriptional
and translational level.

Keywords:

Heat shock, chaperones, heat-shock proteins, NADP-dependent enzymes, enzymes of
Hatch-Slack cycle, glycosidases, peroxidase
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Pouzité zkr atky:

ADP — adenosindifosfét

ATP - adenosintrifosfat

BCIP — 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

BSA — hoveézi sérovy albumin

C3 —rogtliny, které maji jako prvni produkt fotosyntézy tiiuhlikaty 3-fosfoglycerat
C4 —rrogtliny, které maji jako prvni produkt fotosyntézy ¢tyiuhlikaty oxalacetat
CAM - z anglického terminu crassulacean acid metabolism

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DTT - dithiothreitol

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

G6PDH — glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

GOGAT - glutamin-oxoglutardt aminotransferasa, nyni glutamatsynthasa
GS - glutaminsynthetasa

HS —teplotni Sok

HSF — transkripeni faktory teplotniho Soku

HSk — skupina rostlin vystavena teplotnimu Soku

HSP — proteiny teplotniho Soku

K —kontrolni skupina

NAD-MDH — NAD-dependentni mal&dehydrogenasa

NAD(H) — nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)

NADP(H) — nikotinamidadenindinukleotidfosfét (redukovany)
NADP-ICDH — NADP-dependentni isocitratdehydrogenasa

NADP-ME — NADP-dependentni malédehydrogenasa (oxalacetét dekarboxylacni)
NBT — nitrobluetetrazolium chlorid

PEPC — fosfoenolpyruvatkarboxylasa

PPDK — pyruvat, fosfatdikinasa

PV P — polyvinylpolypyrrolidon

ROS — reaktivni formy kysliku

RubisCO - ribulosabisfosfatkarboxylasa/oxygenasa

SDH - §kimétdehydrogenasa

TEMED —N,N,N",N” - tetramethylethylendiamin
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1. Uvod

1.1. Teplotni stres

Rostliny jako sesilni organizmy jsou vystaveny raznym zménam okolniho progtredi, se
kterymi se museji neustale vyrovnavat. Jednim z hlavnich faktora limitujicim rast a vyvoj
roglin je teplotni stres. Pri teplotach nad 40°C dochazi u vétSiny rostlinnych druhi
k zésadnim zmeénam ve fyzikdné-chemickych vlastnostech bunéenych membran a
bilkovin. 1

Zavaznost teplotniho stresu je podminénd délkou trvani stresovych podminek, rychlosti
zmany teploty, hodnotou vysoké teploty a pifpadnou adaptaci rostliny na teplotni stres. ?
Prikladem adaptace rostliny na zvySenou teplotu je leskly voskovy povrch lista ¢i
trichomy, které odrézeji prebytecné svétlo. Dde se jedna o rizné adaptace listi napr.
svinuti, vertikdlni orientaci, pripadné rist malych ¢lenitych lista tak, aby dochazelo
k maximalnim ztr&am tepla.

V&chny rostliny disponuji uréitym teplotnim optimem, teplotou, ktera je pro rast dané
rogtliny nejvhodngjsi. Teploty nad timto optimem zpusobuji metabolické zmeny, nebot’
rychlost v&t&iny chemickych reakci se zvy&uje dvakrét pri nérastu teploty o 10°C. M P
dalSim zvySovani teploty viak jsou enzymy postupné inhibovany a denaturovany. Rovnéz
dochézi k poskozeni bunéenych membran a proteind. Lipidova vrstva membran se méni na
superfluidni, coz vede ke ztrat¢ fyziologické funkce. Dochézi k propustnosti membrany
pro ionty. Membrana v superfluidnim stavu prestéava byt oporou pro membranoveé proteiny.
Vétsinou jsou nejdiive poskozeneé thylakoidni membrany v chloroplastech. Velmi ¢asto je
poskozeny fotosystém I1. Dochézi k jeho rozpadu a postupné denaturaci jeho proteint. Pri
dosazeni kritické teploty se rozpada i cytoskelet buriky, coZ se projevi zastavenim proudéni
cytoplazmy.

Poskozeni membran tedy zpuasobuje inhibici dulezitych procesi jako je fotosyntéza a
respirace, pro které je membrana nezbytnd. Se vzristgjici teplotou dochazi nejdiive
k poklesu rychlosti fotosyntézy, a poté k poklesu rychlosti respirace. ! | kdyZ respirace
miZe byt na pocétku teplotniho stresu zvyZena ® Nerovnovaha mezi fotosyntézou a
respiraci je jednim z hlavnich davoda nepriznivého puasobeni vysokych teplot, nebot
rychle dochézi ke spotiebovani sacharidovych zésob. ZvySend respirace v poméru
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k fotosyntéze pii vySSich teplotach je vice Skodliva pro rostliny mirného pasma (C3
rostliny) nez pro rostliny adaptované vici vysSim teplotdm a suchu (C4 a CAM rostliny),
protoZe v C3 rostlindch se srostouci teplotou zvy&uje jak respirace, tak fotorespirace. 1!
Rostliny C3, C4 a CAM serovnéZ lisi zptisobem fixace CO,, coZ bude zminéno pozdg;i.
Teplotni stres je ¢asto spojen se stresem zpusobenym nedostatkem vody. Teplota vétsiny
C3 a C4 rostlin s neomezenym piistupem vody je udrZzovana pod 45°C pomoci ochlazovani
odparovanim vody listy a stonky (transpiraci). Jakmile je vSak voda omezena, uzaviraji se
praduchy, transpirace klesa a teplota pletiv oproti okolnimu prostiedi se zvy3uje. Rostliny
CAM (sukulentni vy&Si rostliny), které maji vzhledem k vysokym teplotam praduchy pies
den uzaviené, se transpiraci ochlazovat nemohou, namisto toho u nich dochazi k rozptylu
tepla dopadajiciho slunesniho zakeni are-emisi infraserveného zéent. %

Dale bylo zjisténo, Ze vySSi teplota sniZuje rozpustnost plynti, sniZuje absorpci minerdlnich
latek, sniZuje pifjem vody a zvyduje oxidativni degeneraci membranovych lipida. 17
Zména lipidové ¢asti membrany je vratna. Pri poklesu teploty pod kritickou hodnotu se
stav lipida vraci k pavodni struktuie a funkci. U proteina je dana zména vétSinou nevratna
a je potieba proteiny nahradit novymi. !

Rostliny odpovidaji na teplotni stres fadou bunécnych a metabolickych zmen, z nichz
mnohé se nelisi od odpovédi viac¢i tomuto typu stresu probihgjicich ve vSech organismech.
PredevSim se jedna o sniZzeni syntézy béznych proteini, avSak zvySenou transkripci a
translaci nové sady proteini nazyvanych heat-shock proteiny, ve zkratce HSP. & 1%
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1.2. Heat—shock proteiny

Heat-shock proteiny (HSP) jsou molekularni chaperony, které byly objeveny v souvislosti
s puisobenim teplotniho stresu, avSak nékteré HSP jsou v bunce pritomny konstitutivng.
Pasobenim stresu se ale jejich mnoZstvi zvy3uje. Pozdgji bylo zjidténo, Ze nejen teplotni
stres, ale také dalSi typy stresu (zvySena koncentrace soli, sucho, oxidativni stres, vysoka
intenzita ozareni, poranéni, t&zké kovy) indukuje syntézu HSP. % M HSP se nachézeji ve
véech organismech, jak prokaryotickych, tak eukaryotickych. '@ Jedna se o vysoce
homologni, konzervované proteiny.

Heat-shock proteiny poméhaji nové syntetizovanym proteinam pri sbaleni do nativni
konformace, ¢imz se neaktivni nesbalené proteiny méni na aktivni proteiny schopné
vykonavat své funkce. Také se HSP uplatiuji pii vytvoreni spravné struktury u Spatné
shalenych nebo ¢éstecné denaturovanych proteini, nebo pii jejich degradaci. HSP se
podileji na ochran¢ bun¢k pred Skodlivymi UG¢inky teplotniho Soku a na vytvoreni
termotolerance rostliny, tedy tolerance k jinak letdni teploté po kréakém pravidelném
vystaveni sub-letdlni teplots. ™ HSP se podileji také na pienosu signdla, kontrole
bunséného cyklu, degradaci proteini aimportu proteini do bunggnych organel. [

Proteiny v buice jsou syntetizované pomoci ribozomi. Touto biosyntézou se vytvari
nezraly polypeptid, ktery dosahuje svoji aktivni formu prostrednictvim specifického
shalovani a tim se meéni na nativni protein. Na téchto procesech participuji HSP.
Prostorova struktura nativniho proteinu reprezentuje nejniZsi energeticky stav molekuly.
[17]

Sbhalovani proteina probihd pomoci vicekrokového procesu. Nejdiive dochézi k vytvoreni
sekundarni struktury, bud’ a-helixu nebo B-skladaného listu. Tyto struktury jsou slozené
z nekolika aminokyselinovych zbytkt a spojuji se vzgemné do vétSich struktur pomoci
vodikovych vazeb (obr. ¢. 1). Po téchto konformacnich zménach piavodni struktury
nezralého proteini dochézi k vytvoreni prostorové anativni struktury proteina (terciérni
struktury). U proteini snekolika podjednotkami dochézi k jejich spojovani za vzniku
kvarterni struktury. [
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o-helix

Obr. ¢. 1. Shalovéani proteini. Nezraly protein vytvéii skladanim sekundarni struktury sloZzené
z nékolika aminokyselinovych zbytki. Sekundarni struktury se shlukuji a vytvéreji vysSi struktury

proteinu 1

Biologicka funkce proteini je zavisla na vzniku nebo zaniku slabych chemickych vazeb.
Slabé vazebné interakce jsou ovliviiovany faktory vnéjSiho prostiedi. KdyZ jsou tyto
faktory v prosttedi organizmu pritomné v nadbytku, nebo naopak v nedostatecném
mnoZstvi, dochézi u proteini ke zméné jejich nativni struktury. To ma negativni dusledky
na funkci proteina. Proteiny, které maji nesprévnou prostorovou konformaci, maji
odhalené ur¢ité oblasti, které jsou u nativnich proteini skryté. Tyto odkryté oblasti se
vézou na podobné oblasti jinych proteini. Tak dochazi v buice k agregaci proteind, tzv.
hydrofobnimu kolapsu, nebo jsou tyto proteiny vystavené pasobeni proteas, které je
nésledng odstrani. [#

K agregaci proteint dochazi ¢asto v priabéhu syntézy proteina, kdyZ je jesté protein vazany
na ribozom, nebo béhem transportu nesbaleného proteinu pres membranu. Agregace
proteini je také pravdépodobnéjsi v pripadé, kdy je koncentrace nové syntetizovanych
proteint pifli§ vysoka ™ Nasledkem agregace proteinii v bufice se tvoii proteiny pro
buiiku toxické, nebo se redukuji zasoby funkénich proteini v buiice. ¥ Pro prevenci
Spatného sbalovani proteint se vruznych bunéénych kompartmentech nachazeji
chaperony, (HSP). "

V nekterych buiikéch jsou HSP syntetizované jako zakladni proteiny v buiice. % Hlavni
HSP, syntetizované eukaryoty, také rostlinami, patii k Sesti zékladnim skupinadm,
oznatenych: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 (nebo chaperoniny), malé HSP a ubikvitin.
Toto rozdéleni je na zakladé molekulové hmotnogti proteina patiicich do jednotlivych
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skupin. Malé heat-shock proteiny maji velikost od 17 do 30 kDa a ubikvitiny maji kolem
8,5 kDa. ¥ Nyni se také dli na zaklads svoji homologie.

1.2.1. Skupiny heat-shock proteini

HSP100

Skupina proteini HSP100 se nachazi v prokaryotickych i v eukaryotickych bunkéch. Na
rozdil od ostatnich chaperoni se tato rodina nepodili na napomahani sprévnému sbalovani,
ale nadisagregaci proteini a/nebo degradaci proteint. Poprvé byl protein HSP100 popsany
v bakteriich, konkrétné jako soucdst Clp proteasového systému vytvoreného ze dvou
podjednotek. ®? Velka podjednotka CIpA reprezentuje ATP-dependentni protein, jehoz
funkce je rozbalovani proteini. Mala podjednotka ClpP je enzym s proteolytickou funkci
(proteasa). Podjednotka CIpA nedokaze sama proteiny hydrolyzovat. Proteiny podobné
CIpA byly popsany v prokaryotickych i eukaryotickych bunkéach po pusobeni stresu, a
proto byly zatazeny do skupiny nazvané HSP100. 2!

Proteolytickd podjednotka ClpP, nalezena pouze v bakteriich, je ¢asto asociovana
s podjednotkou CIpA. U eukaryotickych organismi byla nalezena jen velka podjednotka
ClIpA, ktera plni funkci chaperonu. %2

Bylo zji&téno, Ze syntéza HSP100 v Arabidopsis a v kvasinkach, hraje vyznamnou roli ve

vytvoreni tolerance danych organismi na stres zptisobeny zvydenou teplotou. 23 24
HSP90

Proteiny skupiny HSP90 jsou v bunkéch zastoupené hojné (1 — 2% z celkového obsahu
bungenych proteini). ! V rostlinach byly nalezeny proteiny HSP90 v riiznych bunsénych
kompartmentech. Napiiklad genom Arabidopsis thaliana kdduje ¢tyii cytosoloveé, jeden
chloroplastovy, jeden mitochondrialni a jeden endoplazmaticky protein HSP90. 2

Jejich hlavni Ulohou je tizené shalovani proteini do vysSich prostorovych struktur. Podileji
se také na kontrole bungeného cyklu a degradaci proteini. ' V eukaryotické butice jsou
HSP90 soucasti aktivace klicovych signalizacnich proteini jako jsou proteinkinasy,
receptory pro hormony, a transkripeni faktory. ?? Bylo zji&sno, Ze hraji roli

v morfologické evoluci v Drosophile a stresové adaptaci v Arabidopsis. %!
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Protein HSP9O0 je sloZeny ze tiech ¢ésti (domén). Domeéna na N-konci (ND) je daleZita pro
navazani ATP, progtiedni doména (MD) vaZze nesbaleny protein a doména na C-konci
(CD) se podili na dimerizaci HSP90. Kazda doména HSP90 interaguje se specifickymi
proteiny nazyvanymi ko-chaperony regulujicimi funkce tohoto proteinu. "

HSP70

Skupina téchto proteint byla nalezena v bakteriich. V eukaryotech se HSP70 nachézeji
v mitochondriich, chloroplastech, endoplazmatickém retikulu a v cytosolu. HSP70
obsahuje misto pro navazani ATP nebo ADP. KdyZ se na toto misto véze ADP, vytvéari
HSP70 komplex sHSP40 a nesbalenym proteinem. Nikdy nevytvéii tento komplex
s nativnim proteinem. Po vytvoreni nativni struktury proteinu je ADP navazané k HSP70
nahrazeno ATP a tento nové vznikly komplex ma slabou afinitu ke zbytku ptivodniho
komplexu, a proto dochazi k jeho disociaci. Nasledn¢ dochézi k hydrolyze ATP na ADP,
¢imz je dany segment ADP s HSP70 schopny vézat dalSi nesbaleny protein (obr. ¢. 2).
HSP70 se véze na protein jen kratky ¢as, pak se od néj oddéli a kdyzZ je potieba dojde

k jeho opstovnému navézani. "

H,0 P

.‘ p
b
ATF
(Hsp 70)
- 3 e

e

ADF ATR

Obr. ¢. 2. Schéma funkce komplexu HSP70, HSP40 a ATP nebo ADP. Komplex HSP70 s HSP40 a
ADP véaZe neshaleny protein. ADP je po shbaleni proteinu nahrazeno ATP a dochézi k disociaci
komplexu HSP70 a HSP40. Hydrolyza ATP na ADP zpasobi obnoveni komplexu a jeho

schopnosti vézat dal$f nezraly protein "

Zakladni funkce proteini HSP70 je asistence pii sbalovani proteini za normalnich a

stresovych podminek. Dalsi funkce HSP jsou asistence pii importu proteind do organel
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bunky, usnadnéni proteolytické degradace nestabilnich proteini jejich smérovanim do

lyzozomii nebo proteozomi, asistence pii translokacnich procesech. 1*°!
HSP60 — chaperoniny

Termin chaperonin byl poprvé navZen pro popis tridy molekul chaperont, které jsou
evolucng homologni s GroEL, vyskytujicim se v E. coli. ® Chaperoniny jsou skupina
chaperoni, které se nachézeji u prokaryot a v mitochondriich a plastidech eukaryot. *° (2
Hlavnimi predstaviteli skupiny HSP60 jsou prokaryotni GroEL a eukaryotni ekvivalent
HSP60. Chaperoniny jsou déle klasifikované do dvou podskupin. Podskupina | jsou
takzvané GroE chaperoniny. Nachazeji se v bakteriich a v eukaryotickych bunkéch jsou
lokalizované v mitochondriich a chloroplastech. Podskupina Il se nazyvaji CCT
chaperoniny (chaperoniny obsahujici t-komplex polypeptidu 1; TCP1). Proteiny druhé
podskupiny byly popsany v Archaea a v cytosolu eukaryot.

Chaperoniny asistuji Sirokému okruhu nové syntetizovanych proteini pii dosaZeni jejich
nativnich forem. 4

Rostlinné chaperoniny maji nékolik funkci. Pomahaji plastidovym proteinam, napiiklad
enzymu RubisCO pii jeho slozeni. 2 2 v/ mitochondriich a chloroplastech se nachézi
GroES faktor jinak nazyvany HSP10. Ten se podili na shalovani proteina prostiednictvim
HSP60. 1)

V bakteriich byl objeveny komplex, vytvoieny ze 14 jednotek GroEL a 7 jednotek GroES,
které jsou usporédané do tvaru kavity, v niz dochézi ke sloZeni proteini do nativni formy.
NeslozZeny protein se na zacdtku procesu véze k HSP60 podobné jako je tomu u HSP70,
vazajiciho nesbaleny protein. Spravné sbaleni proteint vyZaduje hydrolyzu nékolika
molekul ATP, ktera podporuje disociaci a vytvoreni novych vazeb ve strukture proteini
(obr. &. 3). 1
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Obr. ¢. 3. Uloha chaperonini ve sbalovani proteinu. Nesbaleny protein se vaze ke komplexu

vytvoreného jednotkou GroEL (protein ze skupiny HSP60) a jednotkou GroES (protein ze skupiny
HSP10). 7 jednotek ATP se vaze k heptameru GroEL, dochazi k hydrolyze ATP za uvolnéni
anorganického fosfatu a ADP. Zéaroven se od komplexu uvoliiuje GroES. Po navazani dalSich 7

ATP a GroES na opa&nou stranu heptameru GroEL dojde ke shaleni proteinu. 12
M alé heat-shock proteiny

V rostlinach jsou malé heat-shock proteiny zastoupené mnohem vice nez ostatni skupiny
heat-shock proteini. ' Tato skupina proteinii je syntetizovand jak v prokaryotickych tak i
eukaryotickych bunkéch jako odpovéd’ na zvySenou teplotu a ogtatni stresy. Nékteré malé
heat-shock proteiny jsou exprimované v prubéhu uréitych stadii Zivota organismi jako jsou
napiiklad: embryogeneze, klieni a zrani ovoce. ** [*)) Malé heat-shock proteiny maji na
svém C—konci doménu tvorenou 90 aminokyselinami. Tato doména se nazyva a-crystallin
podle jeji podobnosti sdoménou proteini ocni cocky u obratlovci. © B Doména a-

10
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crystallin odlisuje malé heat-shock proteiny od ostatnich proteint, které se tvoii vlivem
teplotniho Soku. B!

Malé heat—shock proteiny rostlin se déli do Sesti skupin podle sekvence aminokyselin,
intracelulérni lokalizace a imunologické zkiizené reaktivity. ¥ 1¥3 Geny pro viechny
skupiny jsou uloZené v bunééném jadie. Tii skupiny malych heat-shock proteini (skupiny
Cl, Cll aClll) jsou lokalizované v cytosolu nebo v jadie. Ostatni tti skupiny se nachazeji
v plastidech, endoplazmatickém retikulu av mitochondriich (skupiny CIV, CV aCVI). 4
Bylo zji&éno, Ze nekteré malé heat-shock proteiny pasobi jako molekularni chaperony in
vivo ain vitro. 4

Ubikvitin

Ubikvitin je nizkomolekuldrni protein, obsahujici 75 aZ 76 zbytka aminokyselin,
nachézejici se ve viech buikéch eukaryotickych organismi. '@ Slouzi k rozpoznévani
chybné poskladanych nebo nelplné sestavenych nadmolekularnich proteinovych struktur.
351 Byl nalezen volny nebo vézany kraznym proteinim, piesngji k jejich koncové
aminokyseling glycinu. @ Syntéza ubikvitinu indukovana teplotnim stresem méize mit
rozhodujici roli pro vytvoreni stresové tolerance a pro nasledné zotaveni organizmu. 1!
Rostliny vyuZivaji vice zpasobt kontroly mnoZstvi a aktivity pro n¢ dileZitych protein.
Jednim z prikladi je préavé selektivni odstranéni proteind pomoci systému ubikvitin/26S
proteasom. Analyzy genomu Arabidopsis thaliana ukazaly, Ze vice nez 1300 geni, neboli

5% proteomu se podili na funkci systému ubikvitin/26S proteasom. To fadi tento systém k

nejvice komplikovanym regulanim mechanismam u rostlin. ¥

1.2.2. Regulace odpovédi nateplotni stres

Odpoved’ na teplotni Sok je fizend pomoci transkripénich faktoru teplotniho Soku (HSF),
které se v&Zi na specificka mista promotora DNA, na tzv. HS elementy a tim aktivuji
transkripci heat-shock genii. 8

V&eobecné HSF obsahuji ¢tyii funkéné rozdilné oblasti: DNA-vazgjici oblast - DBD,
oblast oligomerizace bohatou na leucinové zipy (dimerizace dvou podobnych nebo
stejnych molekul obsahujicich helix bohaty na leucin) — LZR, jaderny lokaliza¢ni signal
(poméha proteintim prostupovat jaderné pory) — NLS a oblast aktivace HSF. [

11
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Pt optimélnich podminkéch rastu rostliny je vétdina z HSF piitomnych v bunééném
cytosolu a jadie jenom ve formé monomeri, které nejsou schopné vézat se na DNA
(postradaji oblast DBD). Piasobenim teplotniho stresu a ostatnich stresi se tyto monomery
HSF skladaji do trimerd a akumuluji se v jadie buiiky. “Y Trimery HSF se Vv&# na
promotory DNA a zéroven se fosforyluji. Fosforylované trimery HSF podporuji transkripci
MRNA proteind HSP. Tato transkripéni aktivita heat-shock gena vede ke zvySené syntéze
proteind HSP, v¢etné HSP70, které se poté vazi na HSF a tim dochazi k disociaci trimert
HSF z DNA. Trimery HSF se mohou konvertovat zpatky na monomery (obr. &. 4). ¥ 110
Na rozdil od Zivocichi a kvasinek, které mohou obsahovat ¢tyii nebo méné HSF, u rogtlin
byly nalezeny mnohondsobné kopie genia kédujicich HSF. Arabidopsis obsahuje 21
riiznych HSF gend, u rajcete bylo dosud nalezeno 17 gena kéduijicich HSF. [

g{)@é )Zg [ "GaannT TCnnGAAN | DNA
r\ C,,r HS elementy

. Q

N g§§

HSF~

®

Obr. ¢. 4. Funkce HSF v syntéze proteini teplotniho Soku. 1, v nestresovanych burikéch jsou HSF
ve form¢ monomerti asociovanych s proteiny HSP70. 2, Po pasobeni teplotniho Soku dochazi
k disociaci HSP70 z monomert HSF, které nasledné tvori trimery. 3, Aktivni trimery HSF se v&zi
na HS eementy promotori geni HSP. 4, Dochazi k transkripci DNA na mRNA, ktera se preklada
na HSP, mezi kteymi jsou i HSP70. 5, Trimery HSF asociované sHS dementy DNA
sefosforyluji. 6, Proteiny HSP70 se vazi na fosforylované trimery HSF. 7, Komplex HSP70
sfosforylovanymi trimery HSF disociuje z promotoru DNA. 8, Trimery HSF se rozpadaji na
monomery a nasledné asociuji s HSP70. HSF — transkripéni faktory teplotniho Soku, HSP —
proteiny teplotniho Soku 1
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1.3. Enzymy

1.3.1. NADP-dependentni enzymy

Tyto enzymy potiebuji pro svoji funkci nikotinamidové kofaktory, ato NADP' nebo jeho
redukovany ekvivalent NADPH+H". Nikotinamidové koenzymy jsou prenddece elektron,
protont nebo vodika.

V rogtlinéch je hlavnim zdrojem NADPH fotosyntéza. Kofaktor NADPH je velmi dalezity
pro rast rostlin a vyvoj rostlin, stejné jako pro zachovani buné¢né homeostdzy. NADPH se
podili na biosyntetickych reakcich, jako je napt. biosyntéza aminokyselin, mastnych
kyselin, isoprenoida a fytohormoni. NADPH je dileZitou soucasti antioxidacnich a
regulacnich systémii. ¥ Dal$im dileZitym zdrojem NADPH, kromg fotosyntézy, je
oxidativni pentosafosfatova cesta a dalSi NADP-dependentni enzymy.

Sikimatdehydrogenasa (EC 1.1.1.25) je soucasti Sikimétové drahy, prostiednictvim které se
u rogtlin syntetizuji aminokyseliny saromatickym charakterem (fenylalanin, tyrosin a
tryptofan), foldty a sekundarni metabolity (nékteré pigmenty, flavonoidy, auxiny,
fytoalexiny, lignin a taniny). *3 Sikimétdehydrogenasa katalyzuje reverzibilni redukci 3-
dehydrogikimétu za vzniku Sikimétu. Enzym vyZaduje kofaktor NADPH+H", ktery prenasi
vodiky za vzniku Sikimau a tim se oxiduje (obr. ¢.5). ™7 Enzym je lokalizovany
v plastidech bungk rostlin, (Y

~ NADPH+H+ NADP+

coo® \ f co0”
0” @GH HO OH

OH OH
3-dehydrosikimat sikimat

Obr. &. 5. Redukce 3-dehydrosikimétu na Sikimét katalyzovana SDH 1
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NADP-isocitratdehydrogenasa (EC 1.1.1.42) katalyzuje oxidativni dekarboxylaci isocitrétu
na 2-oxoglutardt, za vzniku NADPH+H" a CO, (obr. &. 6). Produkt té&o reakce 2-
oxoglutarét je klicovym metabolitem v metabolismu dusiku a uhliku, nebot’ 2-oxoglutarét
poskytuje sviij uhlikaty skelet proasimilaci amoniaku za vzniku aminokyselin.
V rostlinach se tyto reakce uskutecnuji pomoci enzymu glutaminsynthetasy (GS) a
glutamétsynthasy (GOGAT) tvorici cyklus GS/IGOGAT. 3 Zaroven je enzym NADP-
ICDH povazovan za alternativni zdroj 2-oxoglutaratu vedle citratového cyklu, v dobé kdy
jej buika potiebuje ve zvyZeném mnozstvi. ¥ NADP-ICDH se nachézi ve velkém
mnozstvi organismi. NADP-ICDH se vykytuje ve formé nekolika isoenzymi
lokalizovanych v raznych intracelularnich  kompartmentech, napf. Vv cytosolu,

chloroplastech, mitochondriich a peroxisomech. 1**!

NADP+ NADPH+H+

4
coo” il
(|:;|-|2 \ / {|3H2
H—(|:—-::c:ao9 \ﬂr ek
HO—C—H ?:o
COO® CO2 COO0=
| socitréat 2-oxoglutaréat

Obr. &. 6. Dekarboxylace isocitratu na 2-oxoglutarét katalyzovana NADP-ICDH ™

Glukosa-6-fosféatdehydrogenasa (EC  1.1.1.49) je hlavni soucasti oxidativni
pentosafosfatové cesty. Je prvnim enzymem tohoto cyklu a zarovei i enzymem limitujicim
rychlost oxidativni pentosafosfatové cesty. Glukosa-6-fosfadehydrogenasa katalyzuje
oxidaci glukosa-6-fosféu na 6-fosfoglukonolakton, za vzniku redukovaného kofaktoru
NADPH+H" (obr. &. 7). ]

G6PDH je poskytovanim NADPH také soucasti reakci Ucastnicich se asimilace dusiku. 4!
Bylo zji&&no, e G6PDH hraje tlohu pii ochrang organismu pred oxidativnim stresem (%],
stresem zpiisobenym zvySenou koncentraci soli ¢, suchem ateplotni stresem [®. Podili se
rovnéZ na obrannych odpovédich rostlin vaci biotickému stresu 7 i viigi toxickému

pasobent tezkych kovii. [*8
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OH O\\

H @ ® |
il NAD\P NADPH + H H—(|3—OH
HO-C-H O Ho—(ls—H o)
H—C—OH g odk e
H—C- : Hf?
H—C-0—P H-C-0-®
H H
Glukosa-6-fosfat 6-fosfoglukonolakton

Obr. &. 7. Oxidace glukosa-6-fosfatu na 6-fosfoglukonolakton katalyzovana GGBPDH ]

1.3.2. Enzymy Hatchova-Slackova cyklu

Pri narastu teplot nad hodnoty 20-30°C dochézi k vy3Sim ztratdm vody nez za optimalnich
teplot. Tato ztréta vody predstavuje vazny problém pro rostliny Zijici v suchém a horkém
prostiedi, proto s tyto rogliny vyvinuly systém pridatnych metabolickych drah nazvany
Hatchiv-Slackav cyklus, jinak nazyvany C4 nebo CAM cesta fixace CO,. 1) C4 a CAM
rogliny ztraceji méné vody transpiraci a maji nizSi ztraty produkti fotosyntézy
fotorespiraci oproti C3 rostlinam.

Enzymy Hatchova-Slackova cyklu jsou: fosfoenolpyruvétkarboxylasa (PEPC), NADP-
malédehydrogenasa (NADP-MDH), NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetdt dekarboxy-
lagni) (NADP-ME) a pyruvét, fosfatdikinasa (PPDK). 1°

Primérni fixace CO, v C4 roglinéch je katalyzovand PEPC v mesofylovych bunkéach,
produktem této reakce je oxalacetat, ktery je dale preménén na ¢tyiuhlikatou slou¢eninu L-
mald enzymem NADP-MDH. L-malat je prenesen do bunek pochev svazku cévnich. L-
malét je déle dekarboxylovan pomoci NADP-ME na CO, a ttiuhlikaty metabolit pyruvét.
V bunkach pochev svazka cévnich je uvolnény CO, fixovany enzymem RubisCO.
Triuhlikaty metabolit je transportovan do mesofylovych bunék a u NADP-ME typu
fotosyntézy dochézi k vytvoreni fosfoenolpyruvétu za katalyzy PPDK. 1!

NADP-malatdehydrogenasa (oxaloaceta dekarboxyla¢ni) (EC 1.1.1.40) je velmi rozsireny
enzym, nachézejici se jak v prokaryotickych tak v eukaryotickych organismech. ¥ NADP-
ME katalyzuje oxidativni dekarboxylaci L-maldtu a NADP® za vzniku pyruvdu a
NADPH+H" (obr. ¢. 8). Ke své funkci NADP-ME potiebuje dvojmocny kation (Mg,
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Mn?Y). B% NADP-ME katalyzuje také dekarboxylaci oxalacetdu a redukci a-
ketokarboxylové kyseliny. (%

NADP-ME mé vice isoforem. Isoforma NADP-ME katalyzujici reakci fotosyntézy u C4
rogtlin je nejvice prostudovana Tato isoforma NADP-ME se nachézi v chloroplastech
bunék pochev svazki cévnich a jeji dalSi dulezitou funkci je poskytovani CO,, ktery je
nasledné fixovany enzymem RubisCO. Dalsi isoforma NADP-ME se nachézi v cytosolu
bunék rostlin CAM a ma rovnéz fotosyntetickou funkci jako vy3e popsana isoforma
nachézejici se v rostlinach 4. B4 12

NADP-ME byl nalezen také v roglindch C3. V rogtlinach C3 se isoformy NADP-ME
nelcastni fotosyntézy a jejich hlavni funkce spogiva ve vytvareni NADPH+H" pro
biosyntetické reakce, jako je syntéza mastnych kyselin, nebo v poskytovani pyruvétu. Tyto
isoformy NADP-ME se také G¢astni udrzovani intracelularnino pH, uzaviréani praducha a
hospodateni rostliny svodou. Jejich intraceluléarni lokalizace je bud’ cytosolova nebo

plastidova. Podobné nefotosyntetické isoformy NADP-ME se nachazeji i u C4 a CAM

rogtlin, 54 152
CO,
co0° ‘ co0®
H—C—OH 1 » C=0
| 2% |
CH, / X CH;
CO0® NADP® NADPH+H®
Malat Pyruvat

Obr. &. 8. Oxidativni dekarboxylace maltu na pyruvét katalyzovana NADP-ME

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31) je cytosolovy enzym, ktery katalyzuje
karboxylaci fosfoenolpyruvétu za vzniku oxalacetatu (obr. ¢. 9). Fosfoenolpyruvat reaguje
s hydrogenuhli¢itanovym iontem, ktery vznika Gcinkem karbonatanhydrasy, nachazejici se
v cytosolu mesofylovych bunék. PEPC pro svoji funkci potiebuje piitomnost dvojmocného
kationtu. Reakce katalyzovana PEPC je silné exergonicka a ireverzibilni. ' PEPC ma
krome fotosyntetické funkce i dalSi nefotosyntetické funkce. PEPC dopliuje intermediéty
citratového cyklu, podili se na asimilaci dusiku a syntéze aminokyselin, participuje na
malatovém kvaSeni a pomahé pii udrzovéani elektroneutrality. Spolu sNAD-MDH se PEPC
podili na udrzovani optimalni hodnoty pH v bunice. PEPC, v kooperaci senzymy NAD-
MDH a NADP-ME, vytvéri redukované kofaktory NADPH+H". Dal3 daleZitou funkci
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PEPC je opétovna fixace respirovaného CO,. 1*¥ 5 PEPC mé& podobng jako ostatni
enzymy n¢kolik isoforem. V ¢astech C4 a CAM rogtlin, kde probiha fotosyntéza byla
nalezena fotosyntetick& isoforma PEPC, ogtatni isoformy PEPC jsou zastoupené ve v3ech
rostlinéch a jejich funkce jsou anaplerotické.

€00 HE0s: coo®
c-0-POZ® — C=0
] ’ \ |
CH2 Y (|:H2
? cooe
Fosfoenolpyruvat Oxalacetat

Obr. &. 9. Karboxylace fosfoenolpyruvétu na oxalacetét katalyzovana PEPC ™

Pyruvét, fosfatdikinasa (EC 2.7.9.1) v chloroplastech mesofylu rostlin méni pyruvéat na
fosfoenolpyruvat ponékud neobvyklou reakci. Dikinasa oznacuje enzym, katalyzujici
dvojnéasobnou fosforylaci. Z ATP se jeden fosfatovy zbytek piendSi na pyruvé a druhy
fosfétovy zbytek se pirenasi na fosfét za vzniku pyrofosfétu (obr. ¢. 10). Pyrofosfatasa ve
stroma chloroplastu v3ak vznikajici pyrofosfat hydrolyzuje na anorganické fosféaty, ¢imz
&ini reakci katalyzovanou PPDK ireverzibilni. [*”) PPDK se v rostlinch nachézi v nskolika
isoforméch. Isoforma G¢astnici se fotosyntézy je lokalizovana v chloroplastech bunék C4
rogtlin, nefotosynteticka isoforma je cytosolova. V C3 rostlinach jsou ptitomné isoformy
PPDK v chloroplastech i cytosolu bungk. °!

ATP AMP
R T A i
'? =0 /;\' (|:,|‘— O-P O% »

/
CH; j X CH,
Pyruvat 3 P Fosfoenolpyruvat
Pyrofosfatasa
PP

Obr. ¢. 10. Fosforylace pyruvatu na fosfoenolpyruvat katalyzovand PPDK se spiazenou reakci
hydrolyzy pyrofosféatu na anorganicky fosfét katalyzovanou pyrofosfatasou "
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1.3.3. Glykosidasy

Glykosidasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu glykosidovych vazeb ve vSech
glykosidech, glykanech a glykokonjugétech. Jako skupina enzymu jsou pravdépodobné
nejvice prostudované enzymy, podilejici se na uvolnéni sacharidi a nesacharidové ¢asti
z glykosidi, glykani a glykokonjugati.

Obr. &. 11. Hydrolyza glykosidu katalyzovana glykosidasou. 1"

Glykosidasy jsou rozdéleny na exo- nebo endo-glykosidasy. Této klasifikace je na zakladé
toho, zda &tépi vazbu uvniti fetézce nebo na jeho okrgji. Podle toho, zda glykosidasy
pasobi zménu anomerické konfigurace uvolnéného sacharidu vaci sacharidu vazanému
v molekule substrétu, se déli mechanismy katalyzy glykosidas na invertujici a udrzujici
pavodni anomerickou konfiguraci. ®® Déle jsou glykosidasy specifické vagi typu
glykosidové vazby (a-glykosidasy nebo B-glykosidasy), vii¢i sacharidoveé ¢asti substratu (u
nékterych druhi enzymu to neni zcela striktni specificita), aviak vici nesacharidové ¢asti
(aglykonu) vykazuji malou specificitu.

Glykosidasy se ¢leni také podle aminokyselinové sekvence do nékolikarodin, jejichz pocet
se od zaloZeni této klasifikace vyznamné rozrostl. Na zakladé trojrozmérné struktury
glykosidas byla zalozena dal§i klasifikace do nkolika klanii. [

Lokalizace rostlinnych glykosidas byla popsané v nékolika bunéenych kompartmentech,

napi: v cytosolu, bunéné membrang, vakuole, endoplazmatickém retikulu a peroxisomu.
[60 - 63]

B-glukosidasa (EC 3.2.1.21) katalyzuje hydrolyzu B-glukosidové vazby mezi dvéma
sacharidovymi zbytky nebo jednim sacharidovym a jednim aglykonovym zbytkem. (-
glukosidasa mé v rogtlinach nekolik funkci: vytvéri intermediaty v procesu lignifikace
bunsené steény 54 1% degraduje bunsené stény endospermu behem klieni 9, aktivuje

fytohormony [¢” a aktivuje obranné chemické latky. (8
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a-glukosidasa (EC 3.2.1.20) patii mezi exo-glykosidasy, katalyzuje hydrolyzu glykosidové
vazby za uvolnéni o-glukosy. Skupina enzymi a-glukosidas se nachazi
v mikroorganismech, rostlindch a ZivociSich a je rozdélena na tti typy. Typ | katalyzuje
hydrolyzu raznorodych substrétu, jako jsou glukosidy nebo sacharosa s navazanymi
aromatickymi latkami. Typ Il a-glukosidas katalyzuje hydrolyzu maltosy a isomaltosy a
typ 111 hydrolyzuje amylosu a &rob. &7

a-mannosidasa (EC 3.2.1.24) kaalyzuje &Sépeni vazeb v oligosacharidech a
glykoproteinech, za uvolnéni krétkych zbytka oligomannosidovych tetézci. Pri pozorovani
aktivity o-mannosidasy u raj¢ete jedlého (Lycopersicum esculentum Mill.) byl
zaznamenany narast aktivity a-mannosidasy pii zrani a méknuti plodu. Z tohoto davodu se
predpokladd, Ze a-mannosidasa napomahd pri zrani a meéknuti plodu svym hydrolytickym
&&penim sacharidové ¢asti glykoproteingi. [

a-galaktosidasa (EC 3.2.1.22) katalyzuje hydrolytické uvolnéni a-galaktosy z molekuly
substrétu, patii mezi exo-glykosidasy. Je to enzym iniciujici metabolické procesy
katabolismu raffinosy a stachyosy. [

Nekolik raznych forem a-galaktosidasy bylo studovano a popsano. Tyto formy enzymi
jsou rozdéleny do dvou skupin na alkalické a kyselé, podle hodnot pH, pii kterych jsou
dané formy a-galaktosidasy aktivni. Kyselé formy enzymu se podileji na vyvoji semen a
kliceni rostliny. Alkalické formy enzymu a-galaktosidasy vykazuji vysokou afinitu vici
stachyose a nizkou specificitu vici raffinose. Kyselé formy enzymu vice preferuji raffinosu
jako substrét. '3

B-hexosaminidasa (EC 3.2.1.52) se podili na katalyze hydrolyzy koncove ¢ésti N-acetyl-p-
D-hexosaminidu, za od3tépeni N-acetyl-D-hexosaminu. B-hexosaminidasy byly
detekovany v n¢kolika rogtlinnych pletivech, napt. v semenech alistech. Vysoké hladina -
hexosaminidasy byla zji&éna v kli¢icich semenech, coZ podporuje hypotézu o funkci
tohoto enzymu v metabolismu a skladovani glykoproteini. Také se piedpoklada Ucast
tohoto enzymu i na obrannych procesech rostlin, protoZe bylo zji&éno, Ze nékolik -

hexosaminidas dokéZe degradovat oligomery chitinu. [
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1.3.4. Antioxida¢ni enzymy

Stresové podminky u rostlin navozuji zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS).
ROS jsou v&k syntetizované také u rogtlin, které stresu vystaveny nejsou. [Y ROS
predstavuji skupinu kyslikatych derivatu, které jsou ve zvySené koncentraci pro buiky
roglin nebezpecné. Mezi ROS patii volné radikaly (superoxidovy radika O;" a
hydroxylovy radikdl OH"), peroxid vodiku H.O,, singletovy kyslik 1O, aozon Os. [
Rostliny maji dobie vyvinuty obranny systém proti ROS, ktery tvorbu ROS omezuje nebo
podporuje jejich eliminaci. Za optimélnich podminek rastu rogliny je vytvéareni a
eliminace ROS v rovnovaze, pri stresovych podminkéch dochéazi ke zvySené produkci ROS
a obranné systémy proti ROS miZou byt zpomaleny. 1"

Soucésti obrannych systému proti ROS jsou antioxidacni enzymy. Hlavnim piedstavitelem
antioxidacnich enzymi je skupina superoxiddismutas (EC 1.15.1.1). Superoxiddismutasy
patti mezi metaloenzymy katalyzujici dismutaci superoxidového radikdlu na peroxid
vodiku. Tyto enzymy se nachézeji v chloroplastech, mitochondriich, peroxisomech a
Vv cytosolu.

DalSi daleZitou skupinou antioxidatnich enzymi jsou katalasy (EC 1.11.1.6), hemové
enzymy lokalizované v peroxisomech buiky, které katalyzuji odstranéni peroxidu vodiku.
Enzymy  askorbat-glutathionového cyklu  (askorbétperoxidasa EC  1.11.1.11,
glutathionreduktasa EC 1.8.1.7, monodehydroaskorbatreduktasa EC 1.6.5.4) katalyzuji
reakce eliminujici peroxid vodiku. Tato skupina enzymu je lokalizovana v cytosolu a
organeléch. [76-78

Peroxidasy (EC 1.11.1.x) katalyzuji oxidoredukce mezi peroxidy (peroxidem vodiku) a
raznymi reduktanty.

H,O,+AH, O 2H,0+A

Presn¢ je znamo 15 rozdilnych skupin peroxidas oznatenych kédem EC 1.11.1.1 aZ EC
1.11.1.16 (skupina EC 1.11.1.4 byla odstranéna). Ostatni skupiny peroxidas byly kvuli
vyskytu dvou enzymovych domén zarazeny pod c¢iselné kody: EC 1.13.11.44, EC
1.14.99.1, EC 1.6.3.1 a EC 4.1.1.44. Nékteré peroxidasy nemaji pridélené vlastni EC ¢islo
ajsou zatazeny pod spolezny kéd EC 1.11.1.7. [
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Peroxidasy se déli do dvou nadceledi:

1. nad¢eled” reprezentuje skupinu peroxidas pritomnych v bakteriich, houbach a

rostlinach.,

2. nadceled” byla popsana hlavng v Zivogisich, houbach a bakteriich. Y
V prvni nad¢eledi peroxidas rozliSujeme tii tridy podle struktury a katalytickych
schopnosti. ¥3 Trida I. zahrnuje askorbétperoxidasu, cytochrom c peroxidasu, katalasu
peroxidasu. Ve Il. téidé jsou enzymy: lignin peroxidasa, mangan peroxidasa, univerzalni
peroxidasa. ¥ Tiida I1l. obsahuje rostlinné peroxidasy (EC 1.11.1.7), které jsou
sekretované ven z buiiky nebo jsou uskladngné ve vakuoléach. &
Enzymy druhé nadéeledi jsou reprezentované myeloperoxidasou, eosinofilni peroxidasou,
laktoperoxidasou, tyroidni peroxidasou, prostaglandin H syntasou, peroxidasinem a
peroxinektinem. [
Rostlinné peroxidasy (tfida I11.) jsou glykoproteiny obsahujici hem a déli se podle
isoelektrického bodu na kyselé, neutrdlni nebo bazické. 8
Rostlinné peroxidasy se v bunkéch nachézeji ve forméch, které jsou vézané na bunécnou
sténu. Maji vice funkci, napi: vytvéreni ROS a regulace jejich hladiny v buiice, regulace
hladiny H»O v buiice a oxidace riznych substréu. ! Peroxidasy rostlin se podileji na
biosyntéze a degradaci ligninu bunécné stény, katabolismu auxinu, obranné odpovédi
rostliny na poranéni, podkozeni rostliny pathogeny a hmyzem a na respiracnich procesech.
[88] ' Rostlinné peroxidasy se Gastni obrannych reakci rostlinné buiiky na stres (teplotni Sok
aostatni). Nejvets exprese genii peroxidas je na zasétku piisobeni stresovych faktori. &
Peroxidasy rostlin se pri optiménich rastovych podminkéch podileji hlavné na rastu

podporovanim prodluZovani a drevnateni rostliny. !
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2. Cil prace

1. Zjitit, zda teplotni 3ok (1 hodina 40°C) mé& vliv na aktivitu nékterych enzymi
(NADP-dependentnich, enzymi Hatchova-Slackova cyklu, glykosidas, peroxidas)
rostlin tabaku Nicotiana tabacum L.

2. Optimalizovat ¢asovy prubéh experimentu

3. Sledovat mnoZstvi proteinu HSP70 ve stresovanych rostlinach

22


http://www.fineprint.cz
http://www.fineprint.cz

3. Materidl

3.1. Pomicky

Analytické vahy 100 A — Denver Instrument Company, USA
Centrifuga Universal 32 R — Hettich Zentrifugen, Némecko
Termostat se suchou lazni EL-01 — Major Science, USA
Spektrofotometr Ultrospec 2100 Pro — Biochrom, Velka Britanie
Spektrofotometr Helios oo — Thermo Spectronic, USA
Elektroforeticka souprava - Biometra, Némecko

Misi¢ gradientu — Amersham Pharmacia Biotech, Velké Britanie
Souprava pro prenos proteini - Biometra, Némecko

pH/mV metr UB-10 — Denver Instrument Company, USA
Vortex — Biosan, LotySsko

3.2. Chemikalie

2-amino-2-methyl-1-propanol, Sigma, USA
3,3 -diaminobenzidin, Sigma, USA
Akrylamid, Sigma, USA

ATP, Sigma, USA

Bisakrylamid, Sigma, USA

Bromfenolova modi, Sigma, USA

BSA, Sigma, USA

Citronan sodny, Penta, CR

Coomassie Brilliant Blue G 250, Sigma, USA
Coomassie Brilliant Blue R 250, Sigma, USA
D-glukosa-6-fosfét, Sigma, USA

D, L-isocitré trisodny, Sigma, USA

DTT, Sigma, USA

Ethanol, Lachema, CR

EDTA, Sigma, USA
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Glycerol, Penta, CR

Glycin, Degussa, CR

HCI, Penta, CR

KCI, Lachema, CR

K,HPO,, Lachema, CR

KH,PO,, PENTA,CR

Kyselina citronova, Lachema, CR
Kyselinaoctovd, PENTA, CR

L-Malé& sodny, Sigma, USA

MgCl,, Sigma, USA

Methanol, Penta, CR

NADH, Sigma, USA

NADP', Sigma, USA

NaHCOs, Sigma, USA

NaH,PO,, PENTA,CR

NaNs, Fluka, Velka Britanie

Nitroblue tetrazolium, Sigma, USA

PEP, Sigma, USA

Peroxid vodiku, Penta,CR

Peroxodisiran amonny, Lachema, CR

Phenazin methosulfat, Sigma, USA
p-nitrofenyl-o-D-galaktopyranosid, Sigma, USA
p-nitrofenyl-a-D-glukopyranosid, Sigma, USA
p-nitrofenyl-p-D-glukopyranosid, Sigma, USA
p-nitrofenyl-o-D-mannopyranosid, Sigma, USA
p-nitrofenyl-N-acetyl--D-galaktosaminid, Sigma, USA
p-nitrofenyl-N-acetyl-p-D-glukosaminid, Sigma, USA
protilatka Anti HSP70, Thermo Fischer Scientific, USA
protildtka Anti Rabbit gG, Sigma, USA

Pyruvat sodny, Sigma, USA

PVP, Sigma, USA

Sacharosa, Lachema, CR

SDS, Serva, Némecko
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Sikimét sodny, Sigma, USA

TEMED, Serva, Némecko

Tris (hydroxymethyl)aminomethan, Sigma, USA
Tween, Sigma, USA

3.3. Rostlinny material

Pouzity byly rostliny tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1), péstované ve
sklenicich Ustavu experimentélni botaniky Akademie Véd slaskavym svolenim Doc.
RNDr. Noemi Cerovské, CSc.
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4. Metody

4.1. Pestovani rostlin, provedeni pokusu a odbér vzorki

Byly provedeny 2 pokusy vystaveni rostlin tabdku teplotnimu Soku. Pro kazdy pokus bylo
ve smési substrétu a pisku (3:1) péstovano 50 rogtlin. Polovina z téchto rostlin byla celou
dobu (6 tydni) péstovana pii teploté 20°C (kontrolni skupina) a druh& polovinarostlin byla
po 4 tydnech rastu pri 20°C podrobena teplotnimu Soku (skupina rostlin HSK). Teplotni
Sok byl proveden v kultivaénim boxu, ve kterém byly stresované rostliny vystaveny teploté
40°C po dobu jedné hodiny.

V prvnim experimentu byly vzorky odebrany tieti, sedmy a desay den po aplikaci
teplotniho Soku z obou skupin rogtlin.

Ve druhém pokusu byly vzorky odebrany jednu hodinu, jeden den a sedm dni po teplotnim
Soku opet jak z kontrolni skupiny rostlin tak ze skupiny, ktera byla vystavena teplotnimu
Soku.

Vzorky byly pripravovény z prvnich plné vyvinutych vrchnich listi, zekterych byla
odgranéna stredni Zilka. Pri kazdém odbéru byly odebrany vzorky asi ze Sesti rostlin
kontrolni skupiny a Sesti rostlin skupiny vystavené teplotnimu Soku. Smésné vzorky byly
vézeny po priblizné 0,5 g, mrazeny tekutym dusikem a uloZeny v hlubokomrazicim boxu
pii teploté -80°C.

4.2. Priprava rostlinného extraktu

Odebrané vzorky lista rogtlin kontrolni skupiny a skupiny po HS byly homogenizovany ve
tieci misce s trojnasobkem extrakéniho pufru A, ktery obsahoval 100 mM Tris-HCI pufr,
pH 7,8, 1 mM DTT; 1mM EDTA; 5 mM MgCl, a5 % (v/v) glycerol. Extrakty byly
prevedeny do mikrozkumavek, bylo ptidano priblizné 0,02 g PVP a poté byly vzorky
centrifugovany po dobu 15 minut pii 4°C a 16 600 x g. Poté byl supernatant odebran do

Eppendorfovych zkumavek a pouZit k méreni enzymové aktivity.
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4.3. Stanoveni aktivity NADP-dependentnich enzymu

Pro danoveni aktivity NADP—-dependentnich enzymi byla pouzitd kineticka
spektrofotometricka metoda. Pomoci této metody bylo po dobu 3 minut sledovano
mnozstvi vytvoreného NADPH+H" zpisobujiciho nériist absorbance pii 340 nm.

Reakéni smés pro jednotlivé enzymy byla pipetovana do Eppendorfovych zkumavek, které
byly nasledné viozeny do predehidté suché lazné o teploté 36°C a po dobu 5 minut
temperovany. Poté byl k reakéni smési pridan rostlinny extrakt, ktery inicioval danou
reakci.

4.3.1. Stanoveni aktivity SDH

Reakéni smés pro stanoveni aktivity SDH obsahovala 100 mM 2-amino-2-methyl-1-
propanol-NaOH pufr, pH 9; 3 mM &ikimét a 0,2 mM NADP'. Nakonec bylo pridano 50 pl
extraktu pro iniciaci enzymové reakce.

4.3.2. Stanoveni aktivity GGPDH

Reakeni smeés pro stanoveni aktivity G6PDH obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr, pH 7,6; 5
mM roztok D-glukosa-6-fosfatu; 2 mM MgCl, a0,2 mM NADP'. Nakonec bylo k reakéni
smési piidano 50 pl rostlinného extraktu.

4.3.3. Stanoveni aktivity NADP-ICDH

Stanoveni aktivity NADP-ICDH bylo provedeno pomoci reakéni smési obsahujici 100 mM

Tris-HCI pufr, pH 7,4; 2 mM roztok D,L-isocitrdtu; 2 mM MgCl, a 0,2 mM NADP'.
Reakce byla iniciovana 50 pl rostlinného extraktu.
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4.4. Stanoveni aktivity enzymi Hatchova-Slackova cyklu

Pro stanoveni aktivity enzymi Hatchova-Slackova cyklu byla rovnéZ pouZita kineticka
spektrofotometrickd metoda.

Aktivita NADP-ME byla stanovena metodou, pii které bylo po dobu 3 minut sledovano
mnoZstvi vytvoreného NADPH+H" odpovidajici nariistu absorbance pri 340 nm.

Aktivity enzymi PEPC a PPDK byly stanoveny pomoci metody, pri které byla po dobu 3
minut sledovana spotieba NADH+H" sprazenou reakci katalyzovanou MDH projevujici se
poklesem absorbance pti 340 nm.

Reakéni smés pro jednotlivé enzymy byla pipetovana do Eppendorfovych zkumavek, které
byly nasledné temperovany v suché lazni o teploté¢ 36°C po dobu 5 minut. Poté byl
k reakéni smési pridan rostlinny extrakt, ktery inicioval danou reakci.

4.4.1. Stanoveni aktivity NADP-ME

Aktivita NADP- ME byla stanovena v reakéni smési obsahujici 200 mM Tris-HCI pufr, pH
7.4; 10 mM L-malét; 2mM MgCl, a 0,2 mM NADP'. K reakéni smési bylo pridano 50 pl

extraktu pro spusténi enzymové reakce.

4.4.2. Stanoveni aktivity PEPC

Ke stanoveni aktivity PEPC byla vyuZzita jednoducha spiazena reakce, ve které byl produkt
reakce oxalacetdt v pritomnosti NADH+H" preméiiovan MDH, obsaZenou v rostlinném
extraktu.

Reakeni smés pro stanoveni aktivity PEPC obsahovala: 100 mM Tris-HCI pufr, pH 8,1; 5
mM NaHCOs; 2 mM MgCl,; 0,2 mM NADH a2 mM fosfoenolpyruvat. K reakeéni smési

bylo pridano 20 pl rostlinného extraktu, ¢imz byla enzymové reakce iniciovana.
4.4.3. Stanoveni aktivity PPDK
Ke stanoveni aktivity PPDK byla vyuzita dvojita spraZzena reakce, ve které byl produkt

reakce PEP v ptitomnosti NaHCO; preménovan PEPC na oxalacetat, ktery v pritomnosti
NADH+H" byl substrdtem pro MDH, obsaZenou v rostlinném extraktu, sejné jako PEPC
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Reakéni smeés pro stanoveni aktivity PPDK obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr, pH 8,1; 10
mM MgCly; 5 mM NaHCOs; 2 mM pyruvat; 1 mM ATP; 2 mM K;HPO, a 0,2 mM
NADH. Reakce byla iniciovana pridanim 50 pl extraktu k reakéni smési.

4.5. Stanoveni aktivity glykosidas

Aktivita glykosidas byla métena pomoci uméle pripravenych substrata glykopyranosidi
s navazanym p-nitrofenylem tzv. metodou ,,end point“. Reakéni smés obsahovala 2 mM
roztok substréu (p-nitrofenyl-B-D-glukopyranosid pro stanoveni aktivity B-glukosidasy, p-
nitrofenyl-o-D-glukopyranosid  pro  stanoveni  a-glukosidasy,  p-nitrofenyl-a-D-
mannopyranosid pro stanoveni aktivity a-mannosidasy, p-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid
pro stanoveni a-galaktosidasy, p-nitrofenyl-N-acetyl-B-D-glukosaminid nebo p-nitrofenyl-
N-acetyl-B-D-galaktosaminid pro stanoveni aktivity B-hexosaminidasy); 0,2 M citraovy
pufr, pH 4,5 a 100 pl rostlinného extraktu. Reakce probihala 10 min. pifi 25°C v suché
l&zni, poté byla zastavena piidanim borétového pufru, pH 9, a métena absorbance pri 405
nm oproti slepému pokusu. Tento pokus mél stejné sloZeni jako v pripadé stanovovaného
vzorku, avSak boratovy pufr, pH 9, byl do reakéni smési pipetovan jesté pred pridanim
enzymu, takze reakce neprobehla

4.6. Stanoveni aktivity peroxidasy

Pro stanoveni aktivity peroxidasy byla pouzita kinetick& spektrofotometricka metoda, pii
které se po dobu 3 minut sledoval linearni narust absorbance pri 430 nm odpovidgjici
vznikgjici oxidované formeé substrétu.

Detekeni ¢inidlo bylo pripraveno navaZzenim 0,01 g 3,3-diaminobenzidinu a jeho
rozpu&eénim v 2,5 ml destilovaného ethanolu. Poté bylo piidano 7 ml fosfatového pufru o
pH 7,0; 0,1 ml 30% peroxidu vodiku a 400 pl destilované vody. Toto detekéni ¢inidlo bylo
prefiltrované pres filtracni papir.

Reakéni smeés o vysledném objemu 0,5 ml obsahovala 250 pl detekeniho ¢inidla a vhodné
zredény rostlinny extrakt tak, aby narist absorbance byl linedrni a vypoctena linearita se
blizila 100%.
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4.7. Elektroforetické metody

4.7.1. Nativni elektroforéza

Aktivita a isoenzymové sloZzeni NADP-ME a peroxidasy bylo sledovano pomoci metody
nativni elektroforézy.

Nejprve byla ze dvou skel sestavena elektroforeticka aparatura na naliti polymeracniho
roztoku. Malopérovy délici gel byl pripraveny smisenim 6% a 12% roztoku pomoci misi¢e
gradientu. 6% roztok obsahoval 3 ml 30% smgési akrylamidu/bisakrylamidu; 3,8 ml 1,5
mM Tris-HCI pufru, pH 8,8; 0,15 ml 10% glycerolu; 0,012 ml roztoku TEMED a 7,9 ml
destilované vody. 12% roztok obsahoval 6 ml 30% smési akrylamidu/bisakrylamidu; 3,8
ml 1,5 mM Tris-HCI pufru, pH 8,8; 0,15 ml 10% glycerolu; 0,006 ml roztoku TEMED
a4,9 ml destilované vody. Pro iniciaci polymerace gelt byl pridan peroxodisiran amonny,
0,15 ml 10% roztoku peroxodisiranu amonného.

Po ztuhnuti déliciho gradientového gelu byl tento gel pievrstven 3% velkopérovym gelem,
ktery obsahoval 0,4 ml 30% smési akrylamidu/bisakrylamidu; 0,5 ml 1,5 mM Tris-HCI
pufru, pH 6,8; 0,04 ml 10% glycerolu; 0,008 ml roztoku TEMED a 3 ml destilované vody.
Nakonec bylo pro iniciaci polymerace piidano 0,04 ml 10% roztoku peroxodisiranu
amonného. Do gelu byla vlioZen& Sablona pro vytvoreni jamek.

Po polymeraci obou gelu bylo odstranéno silikonové tésnéni a Sablona pro vytvoreni
jamek. Skla s gely bylaumisténado elektroforetické aparatury Biometra. Do aparatury byl
nalit elektrodovy pufr (obsahujici 18,8 g glycinu; 3 g Tris a 10 ml 10% glycerolu v 1 |
destilované vody) a do vrchni c¢asti aparatury bylo pipetovano jesté 150 pl 0,1%
bromfenolové modii. Do jamek bylo aplikovano po 25 pl extrakta lista tabéku v 20%
(w/v) sacharose. Aparatura byla uzaviena a napéti bylo nejprve nastaveno na 70 mV, po
dobéhnuti bromfenolové modti na rozhrani velkopérového a malopérového gelu na 140
mV. KdyZz bromfenolovd modi dosahla konec malopérového gelu byla elektroforéza
vypnuta a gely byly prevedeny do Petriho misek obsahujicich reakéni smési na detekci

enzymu.

30


http://www.fineprint.cz
http://www.fineprint.cz

4.7.1.1. Detekce NADP-ME v polyakrylamidovém gelu po nativni elektroforéze

Reakeni smeés pro detekci enzymu NADP-ME v gelu po nativni elektroforéze obsahovala
100 mM Tris-HCI pufr, pH 7,4; 10 mM L-malét; 10 mM MgCly; 1,5 mg/ml NAD™; 0,005
mg/ml Nitroblue tetrazolium a 0,005 mg/ml phenazin methosulfét.

4.7.1.2. Detekce peroxidasy v polyakrylamidovém gelu po nativni elektroforéze

Pro detekci peroxidasy po nativni elektroforéze byla pripravena reakéni smés obsahujici
0,02 g 3,3"-diaminobenzidinu v 5 ml destilovaného ethanolu; 14 ml fosf&ového pufru o
pH 7,0; 0,2 ml 30% peroxidu vodiku a 800 ul destilované vody.

4.7.2. SDS elektroforéza

Pro SDS elektroforézu byl pouZzit 10% gel jako malopérovy délici gel. Tento gel obsahoval
3,3 ml 30% smesi akrylamidu/bisakrylamidu; 2,5 ml 1,5 mM Tris-HCI pufru, pH 8,8; 0,1
ml 10% roztoku SDS; 0,004 ml roztoku TEMED a 4 ml destilované vody. Pro iniciaci
polymerace gelu bylo pipetovano 0,1 ml 10% roztoku peroxodisiranu amonného.

Jako velkopérovy gel byl pouzity 6% roztok akrylamidu obsahujici 2 ml 30% smési
akrylamidu/bisakrylamidu; 2,5 ml 1,5 mM Tris-HCI pufru, pH 6,8; 0,1 ml 10% roztoku
SDS; 0,008 ml roztoku TEMED a 5,3 ml destilované vody. Pridanim 0,1 ml 10% roztoku
peroxodisiranu amonného byla iniciovana polymerace gelu.

Nasledné byla sestavena aparatura pro elektroforézu. Elektroforetické vzorky, obsahujici
rogtlinny extrakt se vzorkovym pufrem v poméru 1:1 byly 10 minut zahtivany v suché
l&zni pri teploté 100°C. Vzorkovy pufr obsahoval 2,6 ml 0,5 M Tris-HCI pufru, pH 6,8; 2
ml 10% SDS; 2 ml glycerolu; 0,1542 g DTT; 0,5 ml 0,1% bromfenolové modti a 2,9 ml
destilované vody. Po vychladnuti bylo pipetovano po 25 pl vzorku do jednotlivych jamek
gelu.

Elektrodovy pufr pro SDS elektroforézu obsahoval 18,8 g glycinu; 3g Trisalg SDSv 1|
destilované vody. Elektroforéza byla spusténa napétim o hodnoté 70 mV apo doputovani
bromfenolové modti na rozhrani gelt bylo napéti zvySeno na 140 mV.

Po skon¢eni elektroforézy byl jeden gel vlozZen do barvici |azné (2 g Coomassie Brilliant
Blue R 250; 0,5 g Coomassie Brilliant Blue G 250; 425 ml ethanolu; 50 ml methanolu; 100
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ml kys. octové a 425 ml destilované vody), kde byl ponechan pies noc. Nadedn¢ byl gel
odbarvovan v odbarvovaci lazni (250 ml ethanolu; 100 ml kyseliny octové a 650 mi
destilované vody).

Druhy gel byl déle pouZzit pro metodu imunochemické detekce proteinu HSP70

4.8. Prenos proteini z gelu na nitrocelulosovou membranu metodou ,, Western
blot*

Do aparatury pro prenos proteina Biometra bylo umisténo 5 vrstev filtratniho papiru
napusténého transferovym pufrem (25 mM Tris-HCI pufr, pH 8,3; 150 mM glycin; 20%
methanol). Nitrocelulosovd membrana uréena pro prenos proteini byla také ekvilibrovana
v transferovém pufru a prenesena na vrstvy filtracniho papiru. Gel po SDS elektroforéze
byl omyt destilovanou vodou a nésledné rovnéz ekvilibrovan transferovym pufrem a poté
byl umistén na membranu. Na gel bylo polozeno dalSich 5 vrstev filtracniho papiru
napudténého transferovym pufrem. Aparatura byla uzaviena a byl nastaven proud,
vypogitany jako pstinasobek obsahu membrany v cm? Cas prenosu proteinii z gelu na
membranu byl 35 minut.

4.9. Imunochemicka detekce proteinu HSP70 na nitrocelulosoveé membrang

Nitrocelulosova membrana po prenosu proteini z gelu byla inkubovana 1 hodinu v 1%
roztoku BSA v konjuga¢nim pufru (obsahujici 2 g BSA; 20 g PVP v 1 litru pufru PBS+T).
Poté byla membréna trikrat promyta po 5 minutéch v pufru PBS+T. Pufr PBS+T byl
piipraveny smisenim pufru PBS (obsahujici 8 g NaCl; 2,9 g NaoHPO,; 0,2 g KH,POq4; 0,2
g KCl a0,2 g NaN3 v 11 destilované vody) a 0,05% Tween 20.

Nasledn¢ byla membréna vloZena do roztoku primarni krali¢i protilatky (protilétky proti
heat-shock proteinu) fedéné 1:1000 s konjuga¢nim pufrem a inkubovana pres noc v lednici
pri 4°C.

Poté nasledovalo promyvani membrany v pufru PBS+T tiikrat po 5 minutach a inkubace v
roztoku sekundérni kozi protilatky znacené alkalickou fosfatasou proti primérni kralici
protilétce v konjuga¢nim pufru (1:30 000) po dobu 3 hodin pii 37°C.
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Po podednim promyvanim membrany v pufru PBS+T trikrd po 5 minutéch byla
membrana nakonec vlozZena do roztoku tablety BCIP/NBT v 10 ml destilované vody aZ do
objeveni prouzka.

Zakladnim principem této metody je skutecnost, Ze pritomnost proteinu HSP70 zpasobuje
navézani priméarni krali¢i protilatky, na kterou se véZe sekundérni kozi protilatka
salkalickou fosfatasou. Po aplikaci tablety obsahujici fosfat v podobé BCIP, je tento fosfat
alkalickou fosfatasou od&épovan a volny fosfa reaguje sNBT za tvorby fialového

zabarveni.
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5. Vydedky

V préci byl sledovan vliv teplotniho Soku (HS) na aktivitu raznych enzymi rostlin tabaku
(Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana, SR1). Teplotni Sok byl proveden vystavenim
rogtlin teplotnimu stresu 40°C trvajicimu 1 hodinu. Vzhledem k tomu, Ze jednim z cila
bylo zjistit, za jak dlouhou dobu po pasobeni HS dojde k metabolickym zménam, byly
vzorky listti odebirany v riaznych ¢asovych Usecich. V 1. pokusu byly vzorky odebirany 3.
den, 7. den a 10. den po aplikaci HS, ve 2. pokusu 1 hodinu, 1. den a 7. den po pasobeni
HS.

Ze vzorka listt skupiny rostlin vystavenych teplotnimu Soku (HSK) a z kontrolni skupiny
(K) byly pripraveny extrakty, ve kterych byly vySe popsanymi postupy mereny aktivity
NADP-dependentnich enzymu (viz. kapitola 4.3.), enzymia Hatchova-Slackova cyklu
(4.4.), glykosidas (4.5.) a peroxidasy (4.6.).
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5.1. Vliv teplotniho Soku na aktivitu NADP-dependentnich enzymu

Obréazek ¢. 12 znézornuje aktivitu SDH, G6PDH a NADP-ICDH v prab¢hu 1. pokusu
v rogtlinach vystavenych teplotnimu Soku (HSK) v porovnani s kontrolnimi rostlinami (K),
které teplotnimu Soku vystaveny nebyly. Ve vSech sledovanych dnech (3., 7. a 10. den po
HS) byl ve srovnani skontrolni skupinou zaznamendn pokles aktivity NADP-
dependentnich enzyma (SDH, G6PDH, NADP-ICDH) v listech rostlin vystavenych HS.
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Obr. ¢. 12. Aktivity NADP-dependentnich enzymt (SDH, G6PDH a NADP-ICDH) v listech rostlin
vystavenych teplotnimu Soku (I) v porovnani se skupinou kontrolnich rostlin (I) v prabéhu 1.
pokusu, 3. (A), 7. (B) a 10. den (C) po aplikaci HS. Aktivita je vztazena na ¢erstvou hmotnost

rostlinného materialu, vyjadiuje primér ze 3 stanoveni, je zndzornéna smeérodatna odchylka.
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V 2. pokusu byl zafazen odbgr jiZz 1 hodinu po pusobeni HS. Z obr. ¢. 13A vyplyva, Ze po
takto krétké dob¢ dochézi v HSk rogtlinach ke zvySeni aktivity NADP-dependentnich
enzymu oproti kontrolnim rostlinam, piedevSim SDH (o0 34%). Av&k jiz 1 den po
pusobeni HS aktivita SDH, G6PDH aNADP-ICDH opét klesa a je naopak vyssi, v
kontrolni skupiné (obr. ¢. 13B). Také 7. den po HS byly zjisteény nizsi aktivity (SDH a
G6PDH) v porovnéni s kontrolnimi rostlinami (obr. ¢. 13C). Aktivita NADP-ICDH bylave
skupiné HSk 7.den odbéru mirné vyssi (obr. ¢. 13C)
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Obr. ¢. 13. Aktivity NADP-dependentnich enzymt (SDH, G6PDH a NADP-ICDH) v listech rostlin
vystavenych teplotnimu Soku (I) v porovnani s kontrolnimi rostlinami (I) v prabéhu 2. pokusu, 1.
hodinu (A), 1. den (B) a 7. den (C) po aplikaci HS. Aktivita je vztazena na ¢erstvou hmotnost

rostlinného materialu, vyjadiuje primér ze 3 stanoveni, je zndzornéna smérodatna odchylka.
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5.2. Vliv teplotniho Soku na aktivitu enzymt Hatchova-Slackova cyklu

Ddle byla v rostlinach vystavenych HS sledovana aktivita enzymi Hatchova-Slackova
cyklu (NADP-ME, PEPC, a PPDK). V prvnim pokusu byl 3., 7. a 10. den po aplikaci HS
ve stresovanych rostlindch zaznamenén pokles aktivity PEPC (obr. ¢. 14). Aktivita PPDK
u skupiny HSk byla 7. den po HS na Urovni kontrolnich rostlin (obr. ¢. 14B), 3. a 10. den
mirné niZsi nez v kontrolnich rostlinéch. Aktivita NADP-ME v HSk byla 3. a 10. den v
ramci smérodatné odchylky na urovni kontrolnich rogtlin (obr. ¢. 14A, C), mirné zvySeni
aktivity NADP-ME bylo zjisténo 7. den po aplikaci HS (obr . ¢. 14B).
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Obr. ¢. 14. Aktivita enzymu Hatchova-Slackova cyklu (NADP-ME, PEPC aPPDK) v listech
rostlin vystavenych teplotnimu Soku ([) v porovnani s kontrolnimi rostlinami (I) v prabéhu 1.
pokusu, 3. (A), 7. (B) a 10. den (C) po aplikaci HS. Aktivita je vztazena na ¢erstvou hmotnost

rostlinného materidlu, vyjadiuje pramér ze 3 stanoveni, je zndzornéna smérodatna odchylka.
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Z obr. ¢. 15, znazoriujiciho vysledky 2. experimentu, je patrné, Ze v rané fazi po pasobeni
HS, po 1 hoding, dochazi ke zvy3eni aktivity PEPC (0 45%) aktivity NADP-ME (0 66%) a
nepatrnému zvyseni aktivity PPDK (obr. ¢. 15A). Pozdéji viak (za 1 den a tyden) je
aktivita PEPC v HSk rostlindch opét nizSi nez v kontrolni skupiné a aktivita PPDK je
skontrolnimi rostlinami  srovnatelna (obr. ¢. 15B,C). Aktivita NADP-ME v HSk
odebranych 1 den po HS je mirn¢ niZsi a 7.den po HS je aktivita NADP-ME skupiny HSk
mirné zvysena.
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Obr. ¢. 15. Aktivity enzymi Hatchova-Slackova cyklu (NADP-ME, PEPC a PPDK) v listech
rostlin vystavenych teplotnimu Soku (1) v porovnani kontrolnimi rostlinami (i) v prabshu 2.
pokusu, 1. hodinu (A), 1. den (B) a 7. den (C) po aplikaci HS. Aktivita je vztazena na cerstvou
hmotnost rostlinného materidlu, vyjadiuje praimér ze 3 stanoveni, je znazornéna smérodatna
odchylka.
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5.3. Vliv teplotniho Soku na aktivitu aisoenzymove slozeni NADP-ME

Aktivita enzymu NADP-ME byla rovnéZ detekovana v gelu po nativni elektroforéze (viz.
metoda kapitoly 4.7.1.1.). Porovnani aktivity NADP-ME ve skupinach kontrolnich (K) a
stresovanych (HSK) rostlin ukazuje vysSi aktivitu NADP-ME ve skupinach rostlin
vystavenych teplotnimu Soku (HSk) odebranych 3., 7., a 10. den 1. pokusu

§
' [} M i . ep— L > L] - —y

3.denK 3.den HSk 7.den K 7.denHSk 10.denK 10.den HSk

Obr. ¢. 16. Detekce aktivity NADP-ME v 6-12% gradientu polyakrylamidovém gelu po nativni
elektroforéze. Pod obrézky drah jsou uvedeny dny odbéru po aplikaci HS u skupiny stresovanych
rostlin (HSK) v porovnani s kontrolnimi rostlinami, které HS vystaveny nebyly (K). Aplikovan byl
stejny objem rostlinného extraktu
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5.4. Vliv teplotniho Soku na aktivitu glykosidas

Vliv teplotniho Soku byl sledovan také na aktivity glykosidas. a-glukosidasy, pB-
glukosidasy, a-galaktosidasy, a-mannosidasy a f-hexosaminidasy.
V prvnim pokusu bylo zjisténo, Ze aktivita vSech sledovanych glykosidas je 3. den (obr. ¢.

17), 7. den (obr. ¢. 18) a 10. den (obr. ¢. 19) po aplikaci HS ve stresovanych rostlinach
niZsi nez v kontrolnich rogtlinach.
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Obr. ¢ 17. Aktivity glykosidas v listech rostlin vystavenych HS (Jf) v porovnani s kontrolnimi

rostlinami, které stresu vystaveny nebyly (), 3. den po aplikaci teplotniho %oku. Aktivita je
vztaZzena na ¢erstvou hmotnost rostlinného materialu.
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Obr. ¢ 18. Aktivity glykosidas v listech rostlin vystavenych HS (Jf) v porovnani s kontrolnimi

rostlinami (), 7. den po pisobeni teplotniho Soku.. Aktivita je vztazena na cerstvou hmotnost
rostlinného materialu.
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Obr. ¢ 19. Aktivity glykosidas v listech rostlin vystavenych HS (Jf) v porovnani s kontrolnimi

rostlinami (), 10. den po piisobeni teplotniho Soku. Aktivita je vztaZena na cerstvou hmotnost
rostlinného materialu.

Aktivity glykosidas. a-glukosidasy, pB-glukosidasy, a-galaktosidasy, a-mannosidasy a f-
hexosaminidasy byly v ramci 2. pokusu rovnéz sledovany v rané fézi po pusobeni stresu (1
hodinu po aplikaci teplotniho Soku). V téo rané fazi byl zji&én narist aktivity vsech
sledovanych glykosidas. Nejvice byla zvySena aktivita B-hexosaminidasy (0 40%),

nejméne aktivita B-glukosidasy a o-galaktosidasy, které byly srovnatelné s kontrolnimi
rostlinami.
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Obr. ¢&. 20. Aktivity glykosidas v listech rostlin vystavenych HS (Jf) v porovnani s kontrolnimi

rostlinami (), 1 hodinu po péisobeni teplotniho oku. Aktivita je vztaZena na erstvou hmotnost
rostlinného materialu.
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Prvni den po pasobeni teplotniho Soku v3ak dodlo ke sniZeni aktivit sledovanych enzymi

glykosidas oproti kontrolni skupiné, priblizné o 67% (obr. ¢. 21).
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Obr. ¢ 21. Aktivity glykosidas v listech rostlin vystavenych HS (Jf) v porovnani s kontrolnimi
rostlinami (), 1. den po pasobeni teplotniho Soku. Aktivita je vztaZena na erstvou hmotnost

rostlinného materidu.

Aktivita glykosidas (B-glukosidasy, a-galaktosidasy) ve skupiné¢ HSk byla 7. den po HS
mirné nizSi nez v kontrolnich rostlindch (priblizné o 20%). Aktivity enzymi :a-
glukosidasy, a-mannosidasy, B-hexosaminidasy byly tento den skontrolnimi rostlinami

srovnatelné (obr. ¢. 22).
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Obr. & 22. Aktivity glykosidas v listech rostlin vystavenych HS (Jf) v porovnani s kontrolnimi
rostlinami (), 7. den po pasobeni teplotniho %oku. Aktivita je vztaZena na erstvou hmotnost

rostlinného materidu.
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5.5. Vliv teplotniho Soku na aktivitu a isoenzymove slozeni peroxidasy

Aktivita peroxidasy vrostlinich vystavenych HS byla stanovovana nejen
spektrofotometricky (podle metody popsané v kapitole 4.6.), ade také byla detekovana
v gelu po nativni elektroforéze (viz. metoda kapitoly 4.7.1.2.). Detekce v gelu soucasné
umoznovala stanoveni isoenzymového sloZeni peroxidasy. Z obr. ¢. 23 vyplyva, Ze nejvétsi
aktivita peroxidasy ve stresovanych rostlindch byla zjisténa 1. den po ptasobeni HS, kde
byly patrné nejmeéng 4 isoformy peroxidasy, z nichz 2 majoritni byly zastoupené priblizné
ve stejném pomeru (obr. ¢. 23, draha 10). Stejné zastoupeni isoforem a zvySend aktivita
peroxidasy byla nalezena také 7. den po HS (obr. ¢. 23, draha 12). Vysoka aktivita
peroxidasy byla déle zjisténa 10. den po HS, kdy v kontrolnich rostlinach byly majoritni 2
isoformy (obr. ¢. 23, drdha 5), zatimco ve stresovanych rostlinéch byla vice zastoupena
isoforma s mensi pohyblivosti (obr. ¢. 23, dréha 6).
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[Ad min! g1
‘ -
. PR - o= 1isoforma
- — 2 izoforma
1. pokus HS 1l 2. pokus HS

Obr. ¢. 23. Detekce aktivity a isoenzymového sloZeni peroxidasy v 6-12% gradientu
polyakrylamidového gelu po nativni elektroforéze. V obréazku jsou uvedené hodiny (h) a dny (d) po
pusobeni HS, kdy byly jednotlivé vzorky lista kontrolnich (K) a rostlin vystavenych teplotnimu
Soku (HSK) odebirany. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu. Sipka ukazuje isoformy
diskutované v textu.
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5.6. Imunochemicka detekce proteinu HSP70 v rostlinach vystavenych

teplotnimu stresu

V rostlinach vystavenych HS byl imunochemicky detekovan protein HSP70. Po SDS
elektroforéze vzorka lista stresovanych i kontrolnich rostlin byly metodou popsanou
v kapitole 4.8. proteiny preneseny na nitrocelulosovou membranu, na které byla néasledné
metodou popsanou v kapitole 4.9. imunochemicky detekovana pritomnost proteinu HSP70.
Nejvice patrny prouzek na nitrocelulosové membréané odpovidajici mnoZstvi proteinu
HSP70 byl zji&tén v rostlinach vystavenych HS ato 1 hodinu po aplikaci teplotniho Soku.
DalSi dny jiz mnoZstvi HSP detekovatelné nebylo.

1h. 1h 1d 1d. 7d. 7d. 1h 1h 1d 1d 7d 7d
K HSk K HSk K HSk K HSk K HSk K HSk

¢ —— HEP0

Obr. ¢ 24. Detekce proteini v 10% polyakrylamidovém gelu po SDS elektroforéze (A) a
imunochemicka detekce proteinu HSP70 na nitrocelulosové membrané (B). Nad obrazkem jsou
znézornéné hodiny (h) a dny (d) odbéru vzorka listi kontrolnich (K) nebo stresovanych rostlin,
vystavenych teplotnimu Soku (HSK). Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu. Sipka
ukazuje na prouzek odpovidajici proteinu HSP70 (Mr 70 000)
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6. Diskuze

Jednou z charakteristik rostlin, kterou se odliSuji od ostatnich organismi je sesilita
Rostliny se nedokazi piemistovat z jednoho mista na druhé a jsou tak vystaveny ptisobeni
nepriznivych vngjSich faktort, tzv. stresovych faktora. Rostliny si v&ak vyvinuly obranné
mechanizmy, které jim neptiznivé podminky vnéjSiho prostiedi pomahaji prekonévat.
Mezi obranné mechanismy patii i prizpasobeni metabolismu zménou aktivit urgitych
enzymu.

V této préci jsem zjistovala, zda teplotni Sok 40°C aplikovany 1 hodinu ovliviuje aktivity
enzymi glykosidas, NADP-dependentnich enzymi, enzymta Hatchova-Slackova cyklu a
enzymu peroxidasy v rostlinédch tabaku (Nicotiana tabacum L.). Vzhledem k tomu, Ze
teplotni Sok (HS) indukuje syntézu molekulérnich chaperona (HSP), zajidtujicich spréavné
shaleni nové vytvorenych, Spatné sbalenych nebo ¢astecné denaturovanych proteina do
jejich nativni konformace, bylo cilem této préce zjistit, zda aktivity sledovanych enzymi
budou zachovany, piipadné zda budou aktivity teplotnim Sokem indukovany jako soucast
obranné reakce, anebo zda naopak dojde ke sniZeni jejich aktivity. Dald&im cilem bylo
Zjigtit, zajak dlouhou dobu po aplikaci HS dojde k pripadné modulaci aktivit sledovanych
enzymu. Aktivity enzymi byly sledovany 1 hodinu, 1 den, 3 dny, 7 a 10 dni po aplikaci
HS. Imunochemickou detekci se specifickou protildtkou bylo nejvétsi mnozstvi proteinu
HSP70 zji&éno ve stresovanych rogtlindch 1 hodinu po pasobeni HS (obr. ¢. 24, gtr. 44),
coz potvrzuje, Zze v experimentdnich rostlindch skutecné doSlo k teplotnimu stresu.
PozdgjSi dny bylo mnoZstvi HSP70 téméi zanedbatelné. MoZznym divodem je, Ze doba
pusobeni HS na rostliny tabdku jesté nebyla dogtatecna, proto by v dalSi préci bylo
zajimavé sledovat i dalSi delSi ¢asové Useky pusobeni teplotniho stresu, piipadné i vySSi
teploty.

V rané fézi po pasobeni HS (1 hodinu) byly spolu s mnozZstvim proteinu HSP70 mirng
zvySeny (0 30-70%) aktivity neékterych sledovanych enzymi, piedevSim SDH (obr. ¢. 13A,
str. 36), PEPC a NADP-ME (obr. ¢. 15A, dr. 38), B-hexosaminidasy, a-mannosidasy a a-
glukosidasy (obr. ¢. 20, str. 41). PEPC a NADP-ME v nasi laboratori patii mezi
dlouhodobg sledované enzymy v souvislosti se stresem. [ ¥ jsou to enzymy, které se
podileji napi. na poskytovani intermedidtu citratovému cyklu, poskytovani NADPH,
udrZzovéani cytosolového pH, a tim napomahgji rostliné vyrovnat se se stresem. Zvysena
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aktivita PEPC a NADP-ME byla zji&téna v souvislosti se Sirokou Skédlou stresord, at’ jiz
biotickych v podobe virové infekce [#8 #9 tak abiotickych v podobé sucha !9, soli,
chladu, ozonu, nedostatku fosfatu, pasobeni hliniku. ¥ Redukeni ekvivalent NADPH
poskytovany NADP-ME muZe byt v rogtlinach vystavenych podminkédm teplotniho stresu
vyuzitelny pro biosyntézu mastnych kyselin pro opravy poskozenych buné&nych membran
vysokou teplotou. NADP-ME je také jediny enzym ze sledovanych enzymi, jehoz aktivita
byla i v pozdéjSich féazich po vystaveni HS stéle vySSi nebo na drovni kontrolnich rostlin
(obr. ¢. 14, 15, gr. 37, 38). SDH jako enzym Skiméové drahy naopak NADPH
spotiebovava, avsak touto drahou vznikaji nejen aromatické aminokyseliny, ale i rizné
sekundérni metabolity vyuzitelné v obranné odpovédi (flavonoidy, chalkony, lignoly a
ligniny). ! Mirné zvySeni aktivity glykosidas predevdim p-hexosaminidasy a a-
mannosidasy (obr. ¢. 20, str. 41) miazZe souviset s hydrolyzou zasobnich glykoproteini. Je
zajimavé, Ze tyto dva enzymy se takeé podileji na zrani ploda, kde od&épenim sacharidové
sésti glykoproteini zpasobuji meknuti plodi. ™ Pro o-mannosidasu jsou vhodnymi
substrédty rovnéZz volné oligomannany, které nesou N-acetylglukosamin a které jsou
signalnimi molekulami. (%

Jednu hodinu po aplikaci HS, kdy byly zaznamenany zvy3ené aktivity vySe zminénych
enzyma, nebyly aktivity NADP-ICDH a G6PDH indukovany (obr. ¢. 13A, str. 36). Funkce
téchto enzymt souvisi sposkytovanim NADPH jako alternativnim zdrojem tohoto
redukéniho ekvivalentu k fotosyntéze (kapitola 1.3.1.). Doba pasobeni HS v3ak zigjmée
nebyla natolik dlouhd, aby zpasobila poskozeni fotosyntetického aparatu a sniZeni
dostupnosti NADPH.

ZvySena aktivita peroxidasy byla zjisténa 1. a 7. den po pasobeni HS (obr. ¢. 23, gr. 43).
Pro tento enzym byla zji&téna piitomnost vice isoforem, jejichZz zastoupeni se ve
stresovanych a kontrolnich rostlinach lisilo, proto by bylo zagjimavé tento enzym nadéle
sledovat. Peroxidasy se na obranné odpoveédi mohou podilet jak primo (syntézou ROS a
indukci obranné kaskédy) tak neptimo (ztlu&ovanim bungenych sten). 94

Jiz 1 den po pisobeni HS a v pozdgjSich fazich pokusu (3.-10.den) doslo k poklesu vSech
sledovanych enzymi s vyjimkou NADP-ME a peroxidasy. To maZe souviset s poklesem
mnoZzstvi molekuldrniho chaperonu HSP70, v jehoZ nepfitomnosti mohou proteiny
zaujimat nespravnou konformaci, a tim ztracet i aktivitu. Pripadné mohlo v rostlinach dojit
k negativni regulaci syntézy sledovanych enzymu vramci prizptsobeni se stresovym
podminkam.

46


http://www.fineprint.cz
http://www.fineprint.cz

7. Zavér

1. V experimentélnich rostlinach byl navozen teplotni Sok, coZ bylo potvrzeno
imunochemickou detekci proteinu HSP70.

2. K ngjvétSimu zvySeni mnoZstvi proteinu HSP70 a aktivity NADP-ME, PEPC,
SDH, B-hexosaminidasy a o-mannosidasy ve stresovanych rostlindch doSlo 1
hodinu po aplikaci HS.

3. Nejvetsi aktivita peroxidasy byla zji&téna 1. den po vystaveni HS. Byly pozorovany
rozdily v zastoupeni isoforem mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami.

4. 'V pozdgjsi fazi po ptisobeni HS do3lo k vyznamnému sniZeni jak mnoZstvi proteinu
HSP70, tak aktivity v3ech sledovanych enzymi svyjimkou NADP-ME a
peroxidasy.
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