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CILE PRACE

I. Teoreticka ¢ast

Vypracovat literarni reSerSi shrnujici vyznam enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
v regulaci S-nitrosace a S-nitrosothiolt v ramci mechanismu G¢inku oxidu dusnatého
v bunkach a vypracovat prehled publikovanych histochemickych metod detekce aktivity

S-nitrosoglutathionreduktasy.

II. Experimentalni ¢ast
Zavést protokoly histochemické detekce aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

v rostlinach a optimalizovat metodu na vybranych modelovych rostlinach.



|. TEORETICKA CAST

1. Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species, RNS) jsou dllezité v bunééné
signalizaci. Jsou tvofeny v mnoha fyziologickych a patologickych procesech. VétSina
RNS je kratce zijici forma radikall a je obtizné pfesné zméfit jejich mnozstvi (Moore &
Mani, 2002). Terminem RNS se oznacuje oxid dusnaty (NO) a dalSi pfibuzné molekuly
jako peroxodusitan (ONOQ), S-nitrosothioly, S-nitrosoglutathion (Corpas et al., 2008).

Oxid dusnaty (*N=0) je rozSifenym vnitrobunéénym a mezibuné&nym poslem
se Sirokym spektrem regulacnich funkci mnoha fyziologickych a patologickych procesu
v rliznych typech organismu. Poprvé byl popsan u savcu, u nichz se ucastni procesu
vasorelaxace, neurotransmise, cytotoxicity, regulace imunitniho systému a dalSich
bunéénych a tkarfovych pochodl. Pozdéji byla potvrzena i uloha NO pfi regulaci
rostlinnych fyziologickych procesu i obrannych reakci ve stresovych podminkach. NO
se u rostlin u€astni kli¢eni, rlstu, kveteni, pohybu priduchl, metabolismu bunéénych
organel, zrani, senescence a programované bunééné smrti. Ve stresovych
podminkach se podili na rostlinné odpovédi a mechanismech odolnosti na riizné formy
biotického a abiotického stresu (Piterkova et al., 2008). U savcl je NO produkovan
zejména enzymy NO synthasami (NOS, EC 1.14.13.39), byly popsany tfi isoformy
tohoto enzymu: endotelidalni NOS, neuronalni NOS a inducibilni forma NOS (iNOS).
U rostlin bylo popsano celkem Sest enzymu, které mohou katalyzovat syntézu NO
v rostlinnych burikach (enzym podobny NOS, nitratreduktasa (EC 1.7.1.1), nitrit:NO
reduktasa, xanthinoxidasa (EC 1.17.3.2), kifenova peroxidasa (EC 1.11.1.7) a
cytochrom P450). K syntéze NO v rostlinach mohou pfispivat také neenzymové
procesy. Pfi nizkém pH v apoplastu dusitan neenzymové dismutuje na NO a dusi¢nan.
PFi fyziologickém pH mulze byt dusitan chemicky redukovan kyselinou askorbovou
na NO a kyselinou askorbova se oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou. DalSim
neenzymovym mechanismem muze byt svétlem zprostfedkovana preména NO, na NO
katalyzovana karotenoidy. NO spole€né s dalSimi reaktivnimi formami dusiku a kysliku
zprostiedkovava bunécné ucinky hormonl na molekularni drovni. NO produkovany
nitratreduktasou zpulsobi uzavieni stomat vyvolané kyselinou abscisovou, auxin
kyselina indoloctova indukuje syntézu NO v kofenech okurky, ¢innost NO a ethylenu
pfi dozravani a senescenci rostlinnych pletiv je antagonisticka, cytokininy indukuji
syntézu NO v rlznych rostlinach, polyaminy indukuji zvySenou syntézu NO
u Arabidopsis thaliana. NO také reguluje syntézu kyseliny salicylové, kyseliny

jasmonové a ethylenu b&éhem odpovédi na vnéjsi stresové faktory. Typickou reakci NO
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v aerobnim prostfedi je relativné pomala oxidace molekularnim kyslikem na NO,, tato
reakce je v8ak méné vyznamna zejména v bunélnych kompartmentech s nizkou
koncentraci kysliku (Piterkova et al., 2008).

Biochemie oxidu dusnatého zahrnuje nitrosoniovy kation (NO*), NO radikal (NO-) a
nitroxylovy anion (NO’) liSici se oxidacnim stavem dusiku, nékterymi fyzikalnimi
vlastnostmi a chemickou reaktivitou. Vlastnosti NO, mechanismus enzymatické
syntézy, zpusob transportu a cilené plsobeni NO v biologickych systémech vedou
k eliminaci toxicity. Funkci NO je regulacni interakce s cilovymi proteiny. Chemie oxidu
dusnatého Uzce souvisi s jeho kyslikovymi analogy kyslikem (O,), superoxidovym
aniontovym radikalem (+O,’) a peroxidem vodiku (H,O,). NO reaguje s *O, za vzniku
peroxodusitanu (ONOQ"), hlavni toxické reaktivni formy dusiku (Stamler et al., 1992).
Peroxodusitan dale reaguje s proteiny, lipidy a DNA za vzniku pfislusnych
nitrosoderivati a nitroderivatd. DalSi vyznamnou reakci NO je tvorba nitrosylovych
komplexl s atomy kovll. NO se muze vazat na atomy zeleza v aktivnim misté
cytochromc  oxidasy, Vv komplexech nehemového zeleza Fe-S proteinl
mitochondridlniho  dychaciho Fetézce a Fe®* hemovych kofaktord enzymu,
nejdulezitéjSim pfikladem této vazby je regulace aktivity guanylatcyklasy. NO mize
v prostfedi buné&nych membran reagovat s lipofilnimi latkami jako jsou radikalovée
meziprodukty peroxidace membranovych lipidu. V rostlinach se vyskytuje fada latek
s vysokou reaktivitou k NO (napfiklad fenolické latky ve vakuolach), k jejichz reakci
s NO v8ak dochazi pouze ve stresovych podminkach. Navazani NO na receptor
zpusobi syntézu sekundarnich prfenasecl, napriklad cyklického guanosinmonofosfatu
(cGMP) a cyklické adenosindifosfatribosy (CADPR), ktera vede ke zménam hladiny
cytosolického vapniku. Signalni funkce NO jsou také zprostfedkovany kovalentnimi
modifikacemi proteind jako nitrosylace cysteinl, nitrace tyrosind a fosforylace
prostifednictvim MAP kinas (Piterkova et al., 2008).

RNS mohou v proteinech reagovat nitracni reakci s tyrosinovymi residui za vzniku
nitrotyrosinu nebo S-nitrosaéni reakci cysteinovych residui za vzniku S-nitrosylovanych
proteinl (tj. S-nitrosothiold, RSNOs). RNS mohou zpusobit i nitraci jinych aminokyselin,
napfiklad tryptofanu, lipidu, napfiklad y-tokoferolu, nenasycenych mastnych kyselin a
sacharidu, napfiklad glukosy. RNS mohou také vstupovat do N-nitrosacnich reakci

za tvorby karcinogennich nitrosamint (Moore & Mani, 2002).

2. S-nitrosylace a S-nitrosothioly — relativné stabilni metabolity oxidu dusnatého
Jednou z dulezitych signalnich drah oxidu dusnatého je i draha uskute¢nujici se
pfes S-nitrosylace protein(, posttranslacni modifikaci, ktera reguluje aktivitu enzyma,

protein-protein interakce a signal pfenasejici drahy (Godoy et al.,, 2006). Relativné
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stabilnimi biologickymi metabolity NO jsou S-nitrosothioly (SNOs). S-nitrosothioly
mohou byt syntetizovany specifickymi redoxnimi reakcemi vyvolanymi NO, jedna se
o transnitrosacni reakce, nebo reakce katalyzované metaloproteiny. S-nitrosothioly
mohou byt seskupeny v membranach, vmezefeny mezi lipofilnimi proteiny, nebo
uzavieny ve vaccich, v nichz je zachovana jejich aktivita. Endogenni SNOs se
pfirozené vyskytuji v proteinech, v nichZ atom siry cysteinu nebo homocysteinu reaguje
s NO za vzniku S-NO vazby. P¥i této reakci je sira atakovana elektrofilni molekulou,
nasleduje deprotonizace, elektrofilem je nitrosonium (NOY). Syntéza, transport,
aktivace a katabolismus SNOs jsou regulovany. Koncentrace SNOs pfirozené se
vyskytujicich v sav€ich tkanich je fadové v nmol/l az pmol/l. Syntéza SNOs z NO
v biologickych systémech vyzaduje pfitomnost akceptoru elektronu (Gaston et al.,
2003). Jedna se o jednoelektronovou oxidaci sulfhydrylové skupiny proteinu (Obr. 1).
Je nutné zjiStovat miru S-nitrosylace proteint v nepoSkozenych bunkach, protoze
oxidativni modifikace sulfhydrylové skupiny proteinu S-nitrosylaénim in vitro Cinidlem,
mulze také zpUsobit S-thiolaci, nebo ireverzibilni oxidativni poSkozeni proteinovych
sulfhydrylt (Yanbin et al., 1999). S-nitrosothioly nejsou vzdy syntetizovany pouze
elektrofilnim atakem thiolatu nitrosoniem (NO®). Bylo zji§téno, Ze nitroxylové
ekvivalenty (NO’) mohou atakovat relativné elektropozitivni skupiny -SH skupiny
cysteinu. SNOs vznikaji v dusledku aktivace nékteré ze tfi isoforem enzymu NO
synthasy (NOS), pfesngji v dusledku vytvofeni NO™ aniontu NO synthasou, nebo
po souCasném vzniku NO a superoxidu NO synthasou za pfitomnosti glutathionu
(Gaston et al.,, 2003). Pfitomnost NOS aktivity v rostlinnych burikach nebyla ale
presvédCivé experimentalné prokazana (Piterkova et al., 2008). Chemické reakce
s N,Os; a ostatnimi intermediaty hraji vyznamnou roli pfi fyziologické tvorbé SNOs
v biologickych membranach a uzavienych mezi hydrofobnimi ¢astmi proteind, ale stale
reakce zprostfedkované, nebo katalyzované proteiny (Gaston et al., 2003). S-
nitrosothioly jsou in vitro degradovany mnozstvim enzymovych systému, napfiklad
xanthinoxidasa (EC 1.17.3.2), y-glutamyltranspeptidasa (EC 2.3.2.2),
thioredoxinreduktasa (EC 1.8.1.9), Cu/Zn superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1)),
glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9) a S-nitrosoglutathionreduktasa (EC 1.1.1.284).
V dusledku aktivity téchto enzymu dochazi k transnitrosacnim reakcim, jsou to reakce,
kdy skupina NO je pfenesena z jedné molekuly na druhou. Pfenos mezi thiolovymi
skupinami je mnohem Cast&jSi nez pfenos na skupiny obsahujici dusik nebo uhlik.
Mezi nizkomolekularnimi SNOs a SNOs v proteinech uvnitf bunék a v mezibunéénych
prostorech existuje rovnovaha. Koncentrace SNOs je pravdépodobné regulovana

specifickymi enzymy katabolizujicimi S-nitrosoglutathion (GSNO). Proteinové SNOs
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v cytosolu mohou byt snadno redukovany thioredoxinem nebo glutathionem, které
mohou byt enzymaticky denitrosylovany. Aby nebyly S-nitrosothioly degradovany, jsou
skladovany a chranény v bunéénych membranach, uzavieny mezi lipofilnimi proteiny,
ve vaccich a v mezibunécnych prostorech. Kaspazy, enzymy zodpovédné za spusténi
apoptozy, jsou v inaktivnim stavu S-nitrosylovany a uzavieny v mezimembranovém
prostoru mitochondrii. Pfi apoptéze jsou uvolnény do cytoplasmy, kde jsou
denitrosylovany. Denitrosylace vede k aktivaci enzymd a spusténi apoptdézy. SNOs
mohou byt také degradovany fotolyticky, nebo reakci s anorganickou rtuti, nebo médi.
Tyto anorganické reakce, zejména reakce se rtuti, vSak maji v bunéénych systémech

pouze maly fyziologicky vyznam (Gaston et al., 2003).

2NO + 0, —= 2 NO,

0=N
+ - *,
NO,+ NO —=="ON—NO, (N,05) S—R
ON—NO, + R—SH —s R—sﬂm%+ HNO 5 .
(A) (&)

Obr. 1: (A) S-nitrosylace thiol0l (pfevzato z Gaston et al., 2003), (B) obecny vzorec

S-nitrosothiolu

2.1. Bioaktivita S-nitrosylovanych proteint

S-nitrosylované proteiny v burikach jsou velmi dynamickymi strukturami (Yanbin et
al., 1999). S-nitrosylacni reakce zpusobuji specifické fyziologické a patofyziologické
déje tim, Ze modifikuji funkci proteinu (Gaston et al., 2003). Aktivita S-nitrosylovaného
proteinu muze vzrist (napf. thioredoxin), nebo mulze byt inhibovana (napf.
methioninadenosyltransferasa, kaspazy). K S-nitrosylaci thiold proteind dochazi
specifickymi redoxnimi reakcemi s NO, transnitrosaCni reakci s nizkomolekularnimi
SNOs, nebo transferovou reakci s jinymi proteiny. Za urcitych podminek vS8ak mohou
SNOs slouzit jako donory NO. SNOs jsou vtomto pfipadé homolyticky Stépeny,
pficemz vznikaji NO radikaly, které postupné difunduji do bioaktivnich mist. Bioaktivita
SNOs je mnohdy stereospecificka. Derivaty L-isomeru S-nitrosocysteinu jsou vysoce
aktivni, ale derivaty D-isomeru S-nitrosocysteinu jsou inaktivni. Z obou isomerd jsou
uvolfhovany homolytickym Stépenim NO radikdly ve stejném poméru. Tato
stereospecifita byla zkoumana, pozorovani ukazuji na pfitomnost specifickych S-
nitrosothiolovych receptorl. S-nitrosylace vede k regulaci exprese genu a proteind, je
ovlivnéna aktivita fady jadernych regulacnich proteinl: jaderny faktor kB (NF-kB),
hypoxii indukujici faktor | (HIF-1), stimulujici proteiny Spl a Sp3 a prokaryoticky
transkripCni faktor OxyR. Regulace S-nitrosylace v jadfe je pravdépodobné zavisla

na mnozstvi SNOs. Fyziologickd koncentrace SNOs udrzuje rychlost transkripce
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fyziologickych genu. Vystaveni nitrosativnimu stresu nebo vy3Si koncentraci SNOs
indukuje zvySeni exprese genl a proteinl zodpovédnych za odpovéd na stres. Velmi
vysoka koncentrace SNOs muze zpusobit zpétnou inhibici transkripce proteinu

zodpovédnych za stres (Gaston et al., 2003).

2.2. S-nitrosoglutathion

NejrozSifenéjSim S-nitrosothiolem je nizkomolekularni derivat glutathionu S-
nitrosoglutathion (GSNO, CoHsN4O+S, 2S-2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-
nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-ylJamino]-5-oxopentanova kyselina), (Obr. 2). GSNO je
tripeptid, za fyziologickych podminek mulze spontanné uvolfiovat oxid dusnaty
(PubChem Public Chemical Database, CID 104858). PuUsobi proti kardiovaskularnim
chorobam, infarktu myokardu, méstnavému srde¢nimu selhani, reguluje tlak krve a
zpUsobuje vasodilataci (Bauer et al., 1995). Inhibuje aktivaéni fazi srazeni krevnich
desti¢ek (Langford et al., 1994). Chrani poSkozeni mozku a patefe ischemii, mrtvici,
zanétem, poranénim a redoxni nerovnovahou v okoli poranéné tkané. GSNO také
inhibuje mechanismy sekundarniho poranéni mozku (Khan et al., 2009). ZpUsobuje
rozSifovani pridusek, GSNO chrani lidsky organismus proti astmatu, u jedincu trpicich
astmatem byla zjisténa sniZzena hladina GSNO (Que et al., 2009). V zavislosti na davce
ovliviiuje apoptoézu tymocytl, v nizké koncentraci, pod 0,6 mM, indukuje apoptozu,
ve vysoké koncentraci apoptdézu blokuje. Inhibuji aktivaci faktoru NF-kB (Sandau &
Briine, 1996). Donory NO, a tedy i GSNO, inhibuji cysteinové proteasy (Ascenzi et al.,
2001). Je substratem pro GSNOR, ktera hraje dulezitou roli v metabolismu S-
nitrosothiold.

GSNO je jednou z nejvyznamnégjsich forem NO in vivo a je pouzivan pro vyzkum
ucinkd NO v neposkozenych bufkach. GSNO miize zpusobovat S-nitrosylaci, nebo S-
glutathionylaci reaktivnich sulfhydrylovych skupin cysteinl v proteinech. Za S-
glutathionylaci proteind jsou zodpovédné reaktivni intermediaty vznikajici rozkladem
GSNO. Tyto modifikace proteind jsou nezavislé na uvolnéni oxidu dusnatého.
Degradaci GSNO vznika oxidovany glutathion (GSSG) a glutathionsulfenova kyselina.
Oxidativni modifikace sulfhydrylové skupiny proteind S-glutathionylaci in vivo i in vitro
se vyskytuje u proteinu karbonathydrolyasy Ill, kreatinkinasy, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy, aktinu, glykogenfosforylasy b. S-glutathionylované formy
proteind nemaji vyznamnéjsi roli pfi transnitrosylacnich reakcich (Yanbin et al., 1999).

Proto také S-glutathionylaénim reakcim nebude v této praci dale vénovana pozornost.
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Obr. 2: Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu.

3. S-nitrosoglutathionreduktasa

Enzym S-nitrosoglutathionreduktasa byl plvodné v klasifikaci EC (Enzyme
Commission) oznacen systémovym Ccislem EC 1.2.1.1. jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa a byl fazen do skupiny aldehyddehydrogenas
vyuzivajicich NAD, ¢i NADP jako akceptor elektronl. Tato klasifikace byla provedena
na zakladé nespravné popsaného mechanismu reakce, proto bylo systémové Cislo
EC 1.2.1.1. vroce 2005 zklasifikace EC vymazano. Enzym odpovidajici cislu
EC 1.2.1.1, glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa, byl nahrazen dvéma
enzymy: EC 1.1.1.284, S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasou, a EC 4.4.1.22, S-
(hydroxymethyl)glutathionsynthasou. S-(hydroxymethyl)glutathionsynthasa byla
izolovana z bakterie Paracoccus denitrificans a urychluje spontanni reakci syntetizujici
S-(hydroxymethyl)glutathion z glutathionu a formaldehydu. PFi detoxifikaci
formaldehydu jsou glutathion a formaldehyd substraty pro S-(hydroxymethyl)glutathion-
dehydrogenasu. Enzym GSNOR popsany také jako alkoholdehydrogenasa tfidy Il
(ADH3, x-ADH), <&asto oznaCovany i jako NAD- a glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa nebo NAD-dependentni formaldehyddehydrogenasa.
Zejména ve starSich ¢lancich v8ak byva nespravné oznaCovana jako NAD-
dependentni formaldehyddehydrogenasa, nebo glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa. Systematicky nazev je S-(hydroxymethyl)glutathion:NAD"
oxidoreduktasa (EC 1.1.1.284). Nejaktualnéji pouzivanym nazvem enzymu
EC 1.1.1.284 je S-nitrosoglutathionreduktasa (zkratka GSNOR), ale nebyl Mezinarodni
komisi pro biochemii a molekularni biologii NC-IlUBMB (Nomenclature Committee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) zatim schvalen.
V soucasnosti je vSak ve védeckych Clancich témér vyhradné pouzivan.

GSNOR ma evoluéné konzervovanou strukturu od bakterii po ¢lovéka (Liu et al.,
2001). Rostlinny enzym u Arabidopsis thaliana vykazuje podobné kinetické a
molekularni vlastnosti jako sav&i enzym. GSNOR ma isoelektricky bod v oblasti
pl = 5,3 — 5,6. Dulezitou vlastnosti enzymu je kfiZova reakce s protilatkami proti krysi

ADH3. Struktura enzymu odvozena z cDNA sekvence fadi GSNOR do komplexniho
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alkoholdehydrogenasa proteinového typu tfidy Ill. Alkoholdehydrogenasa tfidy Il je
strukturné odliSna od alkoholdehydrogenas katabolizujicich ethanol u obratlovcl a
rostlin, u rostlin je tato struktura vice konzervovana nez u obratlovcu. Také vlastnosti
rostinné a Zivocisné dehydrogenasy katabolizujici ethanol se i8i, odliSnosti
esencialnich residui aktivnich mist mohou vysvétlovat odliSnou enzymovou kinetiku.
Hlavni funkci rostlinné alkoholdehydrogenasy katabolizujici ethanol je redukce
acetaldehydu v pribéhu hypoxie, hlavni funkci alkoholdehydrogenasy katabolizujici
ethanol u obratlovcll je detoxikace alkoholl. VSechny alkoholdehydrogenasy, jejichz
substraty jsou alkoholy se stfedné dlouhym fetézcem, v€etné GSNOR, maji spole¢nou
sekvenci aminokyselin Pro-Xaa-lle/Val-Xaa-Gly-His-Glu-Xaa-Xaa-Gly, kde Xaa je
libovolna aminokyselina. (Martinez, 1996).

GSNOR patfi do rodiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas. Katalyzuje
redoxni reakce, oxidaci a redukci. Substrat S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH)
spontanné vznika z glutathionu a formaldehydu, u nékterych bakterii je syntéza
substratu urychlovana enzymem S-(hydroxymethyl)glutathionsynthasou (EC 4.4.1.22).
GSNOR se ucastni metabolickych drah zodpovédnych za detoxifikaci formaldehydu,
produkt této reakce je dale hydrolyzovan enzymem S-formylglutathionhydrolasou
(EC 3.1.2.12). GSNOR take specificky redukuje S-nitrosoglutathion (Godoy, 2006).

GSNOR byla dfive oznaCena také jako GSNO lyasa, nebo GSNO terminasa.
V jatrech krysy byla objevena NADH/NADPH dependentni GSNO metabolizujici
aktivita, tato aktivita byla oznaena jako GSNO terminasa (Jensen et al., 1998). GSNO
lyasa homolyticky tépi GSNO na NO a glutathion (Liu et al, 2001). Kinetickou
analyzou byla pro katabolismus GSNO urCena fyziologickd hodnota Michaelisovy
konstanty u eukaryotickych bunék kolem 20 uM (Liu et al, 2001). Katalyticka aktivita
(Kea/Kn) Ppro substrat S-nitrosoglutathion je 94 300 mM™min™ a vyrazné prevysuje
hodnotu katalytické aktivity pro vSechny dalSi substraty, coz svédc¢i o tom, Ze
katabolismus GSNO je jednim z nejdulezitéjSich divodu pro expresi GSNOR (Gaston
et al., 2003).

Enzym GSNOR organismy vyuzivaji pro kontrolu hladiny S-nitrosylovanych
proteind. GSNO je také NADPH-dependentnim oxidacnim substratem jinych enzymd,
napfiklad thioredoxinového systému, glutathionperoxidasy, y-glutamyltranspeptidasy a
xanthinoxidasy, coz signalizuje, Zze S-nitrosoglutathionreduktasova aktivita je Casto
spojena s jinymi enzymatickymi aktivitami (Tavares et al., 2009).

Krystalova struktura byla u lidské GSNOR vyfe$ena v binarnim komplexu s NAD*
(Obr. 3). GSNOR katalyzuje oxidaci alkoholl s dlouhym fetézcem, w-hydroxymastné

kyseliny, S-hydroxymethylglutathion. Struktura enzymu je asymetricka a je tvofena
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dvéma podjednotkami. Katalytickd doména obou podjednotek ma polootevienou
konformaci. Polooteviena konformace a kliCové zmény nékterych zakladnich casti
strukturné umoznuji schopnost GSNOR vazat S-hydroxymethylglutathion a 10-
hydroxydekanoat. ZineCnaty kation v katalytickém misté enzymu je vazan koordinacni
vazbou na glutamat Glu68. Residuum His47 mulze fungovat jako katalyticka baze
pro transfer protonu a soucCasné vaze adenosin fosfat NAD(H). Modelovani vazby
substratu a enzymu ukazalo, ze residua Asp57 a Arg115 se podili na vazbé
s glutathionem a ze Argll5 se podili na vazbé s w-hydroxymastnymi kyselinami, a
byla identifikovana dalSi residua, ktera se mohou podilet na vazbé se substratem
(Yang et al., 1997).

Obr. 3: Struktura molekuly lidské GSNOR (xx ADH). Osa dimeru je kolma k roviné
papiru. Jednotlivé podjednotky odpovidaji zelené a modré &asti struktury. Blizko
ke stfedu se nachazeji dvé domény vazajici koenzym, které jsou znazornény svétle
zelenou a svétle modrou barvou; tmavé zelenou a tmavé modrou barvou jsou
znazornény katalytické domény. Cervend jsou zaznaceny katalyticky plsobici
zineCnaté ionty, Sedou barvou jsou zaznaceny strukturni zine¢naté ionty. Purpurové
struktury jsou navazané molekuly koenzymu NAD®. Kliové struktury lokalizované
blizko vstupu do vazebnych mist substratu jsou oranzové (pfevzato z Yang et al.,
1997).

GSNOR specificky odbourava S-nitrosoglutathion (GSNO), hlavni rezervoar
neproteinovych S-nitrosothiolll, a chrani organismy proti nitrosativnimu stresu.
Preparaty purifikované alkoholdehydrogenasy tfidy Il vykazuji dvakrat vétSi GSNOR
aktivitu nez formaldehyddehydrogenasovou aktivitu, coz byla ptvodné predpokladana
hlavni role ADH3 (Godoy et al., 2006). GSNOR je vysoce specificka pro GSNO, latky
jako S-nitrosocystein a S-nitrosohomocystein nejsou substraty GSNOR. Studii GSNOR
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purifikované z bakterie Escherichia coli bylo zjisténo, Zze redukce GSNO je zavisla
na NADH, ale ne na kysliku (Liu et al., 2001). GSNOR redukuje S-nitrosoglutathion
na intermediaty, které reaguji s glutathionem za vzniku hlavniho produktu reakce,
glutathiondisulfidu (GSSG), nebo se prfesmykuji na glutathionsulfinamid (GSONH,).
GSONH, postupné spontanné hydrolyzuje na kyselinu sulfinovou, ktera muze byt

pfi oxidativnim stresu oxidovana na kyselinu sulfonovou (Obr 4), (Staab et al. 2008).

(NO, NH,, NO, N,O)

GSSG GSNO FGSH
/—NADH 4\
GSH — | | ADHS_/
\> NAD*
GSSG GSNHOH HMGSH «—— GSH + HCHO
NH,OH
GSONH,
H2O\
\\* NH,
GSO,H
(ROS) :
v
GSO.H

Obr. 4: Redukce S-nitrosoglutathionu (GSNO) katalyzovana GSNOR, zde oznacenou
ADH3. Meziproduktem reakce je glutathion-N-hydroxysulfenamid (S-hydroxylamino-
glutathion, GSNHOH), ktery reaguje s glutathionem (GSH) za vzniku oxidované formy
glutathionu (glutathiondisulfidu, GSSG) a hydroxylaminu (NH,OH). Cast GSNO je
pomalou neenzymatickou reakci rozkladana na GSSG a reaktivni formy dusiku, mira
této neenzymatické reakce zavisi na lokalni koncentraci kysliku v burice. Pokud je
v bunice vyCerpana zasoba GSH, enzymaticka redukce GSNO je rychla a intermediat
GSNHOH se spontanné pfesmykuje na glutathionsulfinamid (GSONH,). GSONH, je
hydrolyzovan na kyselinu sulfinovou (GSO,H), ktera maze byt pfi oxidativnim stresu,
zpUsobeném reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS), oxidovana na kyselinu sulfonovou
(GSOsH). NADH pro redukci GSNO je zajiStovano oxidativnimi drahami ADH3,
napfiklad oxidaci S-hydroxymethylglutathionu (HMGSH), (pfevzato z Staab et al.
2008).

3.1. Charakterizace S-nitrosoglutathionreduktasy u zivocicht
Dlouho se predpokladalo, Ze hlavni funkci tohoto enzymu je detoxifikace

formaldehydu, ale na zakladé in situ analyz a méfeni aktivity enzymu bylo toto tvrzeni
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vyvraceno. Na zakladé stanoveni biochemické aktivity bylo zjisténo, Ze lidsky i krysi
enzym upfednostfiuje jiné substraty neZ formaldehyd, napf. GSNO (Godoy et al.,
2006). S-nitrosoglutathionreduktasova aktivita je Siroce rozSifena u savcu. Delece genu
pro GSNOR u mysSi vedlo ke zvy3eni vnitrobunécné hladiny GSNO a proteinovych
SNOs. Mutantni buriky kvasinek jsou nachyIngjsi k nitrosativnimu stresu, ale rezistence
k oxidativnimu stresu nebyla deleci GSNOR genu ovlivnéna (Liu et al.,, 2001).
Skute€nost, ze GSNOR aktivita je dvakrat vy$Si nez HMGSH aktivita byla prokazana
u zivocicha z kmene strunatcli, kopinatce Branchiostoma floridae (Godoy et al., 2006).
Bylo to zjisténo u mutanta B. floridae ADH3 se zvySenou expresi genu kodujiciho
GSNOR. Na ustaleném stavu mezi produkci NO a tvorbou SNOs se podileji synthasy
oxidu dusnatého (NOS). U kopinatce B. floridae je GSNOR i NOS lokalizovana
ve stievé, stfevo je hlavnim organem pro syntézu a degradaci NO. Exprese NOS je
dilezita u vyvijejicich se larev. U obratlovct byl in vivo stanoven pfispévek GSNOR
k metabolismu NO u mysi, u nichz se neexprimoval gen pro GSNOR. Hlavni funkéni
zménou u téchto mysi byl nardst hladiny nitrobuné€nych S-nitrosylovanych proteint
za normalnich podminek. Tento narust hladiny nitrobuné&nych SNO-proteinu je
mnohem vyraznéjSi po plsobeni endotoxinl, nebo po bakterialni infekci. B&hem
obranné reakce jsou silné indukovany synthasy oxidu dusnatého a S-nitrosothioly jsou
soucasné zahrnuty v odpovédi na infekci. NO je také soucasti obranného systému
meékkysSt a Drosophily. Prekryvajici se signaly ADH3 a NOS kopinatce mohou byt
zodpovédné za antimikrobialni aktivitu GSNO ve stfevech, kde dochazi k prvni
interakci hostitele a patogenu a hostitel je proto nachylny k bakterialni infekci (Godoy et
al., 2006).

U savcu bylo popsano Sest tfid alkoholdehydrogenas ADH1 — ADH6. Poradi
transkripce genu pro alkoholdehydrogenasy je u vSech savcu stejné, geny se
transkribuji v porfadi jejich umisténi v genomu, tj. ADH4, ADH1, ADH6, ADH5, ADH2,
ADH3. Gen pro GSNOR (ADH3) se transkribuje jako posledni. U primatla se vyskytuje
pouze ADH1 — ADHS5, pfiéemz alkoholdehydrogenasa tfidy | se vyskytuje v nékolika
isoforméach (H66g & Ostberg, 2011). Alkoholdehydrogenasa tfidy | (ADH1) je hlavnim
enzymem odbouravajicim ethanol. Alkoholdehydrogenasa tfidy Il (ADH2) také muze
odbouravat primarni alkoholy, ale jeji aktivita je v tomto pfipadé velmi nizka. ADH2
vykazuje retinoldehydrogenasovou aktivitu v jatrech, odbourava benzochinony,
degraduje produkty peroxidace lipidd, ma redoxni funkci pfi metabolismu
noradrenalinu. Hlavni funkce ADH2 vSak stale neni znama. Alkoholdehydrogenasa
tfidy Il je jiz zmifovana S-nitrosoglutathionreduktasa. ADH1 je inhibovana pyrazolem,
aktivita ADH2 neni pyrazolem ovliviiovana (Ho6g & Ostberg, 2011). Pokles aktivity

GSNOR 0 50 % byl zjistén u kukufice, pficemz koncentrace pyrazolu byla 100 mM a
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u psa, pficemz koncentrace pyrazolu byla 300 mM. V obou pfipadech jde
0 kompetitivni inhibici vzhledem k formaldehydu (Wipperman et al., 1999).
Alkoholdehydrogenasa tfidy IV (ADH4) je ZaludeCni alkoholdehydrogenasou, u€astni
se metabolismu ethanolu a metabolismu retinoidd mimo jatra. Alkoholdehydrogenasy
tfidy V a VI (ADH5, ADHG6) byly zatim identifikovany pouze na urovni DNA a mRNA,

dosud nebyl izolovan protein a neni nic znamo o jejich aktivité (H66g & Ostberg, 2011).

3.1.1. S-nitrosoglutathionreduktasa u ¢lovéka

GSNOR se u Clovéka vyskytuje v mozku, jatrech a plicich (Staab, 2008). Dale se
vyskytuje v pankreatu, zde je vSak aktivita GSNOR vyrazné vy$Si u pacientl
s rakovinou nez u zdravych jedincd (Jelski et al, 2007). Na bunécné drovni je
lokalizovana v cytoplasmé a v jadfe (Staab, 2008). Ve stopovém mnozstvi se jako
jedina ze sav€ich alkoholdehydrogenas vyskytuje v centralnim nervovém systému
(H66g & Ostberg, 2011). Strukturné se jedna o dimer (Yang et al., 1997; Staab et al.,
2008). Predpokladalo se, ze molekulova hmotnost lidského purifikovaného enzymu je
pfiblizné 90 kDa, ale experimentalné byla stanovena molekulovda hmotnost 250 kDa,
bylo to zpusobeno tim, Zze GSNOR  byla izolovana v komplexu
s alkoholdehydrogenasou (EC 1.1.1.1) a aldehyddehydrogenasou (EC 1.2.1.3). Tato
data dokazuji, Ze GSNOR existuje ve formé komplexu s ostatnimi proteiny, nebo se
muze vyskytovat ve formé oligomerd az do kone¢ného stupné purifikace (Goodman &
Tephly, 1971). GSNOR ma fadu substratl (Tab. 1), v pfirodé se vSak vyskytuji jen
nékteré, a to kyselina 12-hydroxydodekanova, S-hydroxymethylglutathion a S-
nitrosoglutathion. PFfi téchto enzymovych reakcich dochazi zpravidla k navazani
substratu na siru —SH skupiny glutathionu. Zatim neni znamo, jak se redukuji znamé
kofaktory  nikotinamidhypoxanthindinukleotid a  3-acetylpyridinadenindinukleotid
pfi enzymatické oxidaci S-hydroxymethylglutathionu. GSNOR je aktivovana zejména
formaldehydem a NADH. Aktivita enzymu je inhibovana 12-oxododekanovou kyselinou,
dodekanovou kyselinou, dusiénanem stfibrnym (AgNOs), rtutnatymi kationty (Hg®"),
ADP-ribosou, 4-methylpyrazolem, formaldehydem, S-formylglutathionem, jodacetatem,
p-hydroxymerkuribenzoatem, methylglyoxalem, NAD*, NADH, NADPH a a-NAD". Vliv
na aktivaci a inhibici enzymu maji také mastné kyseliny, ale neni jisté, zda tato

aktivace, Ci inhibice ma fyziologicky vyznam (Staab et al., 2008).
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Tab. 1: Pfehled substratd enzymu GSNOR, kofaktor(l a produktl enzymatické reakce
(pfevzato databaze BRENDA, duben 2011)

Substrat Kofaktor Produkt

kyselina 12-hydroxydodekanova NAD* S-(11-karboxy)undekanyl-
+ glutathion glutathion
3-ethoxy-2-hydroxybutyraldehyd NAD” S-(3-ethoxy-2-

+ glutathion hydroxybutyryl)-glutathion
S-hydroxymethylglutathion NAD* S-formylglutathion
S-hydroxymethylglutathion NADP” S-formylglutathion
S-nitrosoglutathion NAD* S-amino-L-glutathion
S-nitrosoglutathion NADH GSH + NAD" + NO

S-nitrosoglutathion
S-hydroxymethylglutathion

NAD(P)H + H*
3-acetylpyridin-

neznamy produkt

S-formylglutathion

adenindinukleotid

S-hydroxymethylglutathion nikotinamid- S-formylglutathion

hypoxanthindinukleotid
S-hydroxymethylglutathion thio-NAD"
formaldehyd + NAD*

S-hydroxymethylglutathion

S-formylglutathion

neznamy produkt

glyoxal + glutathion NAD* S-oxoacetylglutathion
hydroxypyruvaldehyd + NAD* S-hydroxypyruvylglutathion
glutathion

methylglyoxal + glutathion NAD* S-pyruvylglutathion
n-oktanol NAD* n-oktanal

Michaelisova konstanta (Ky) pro substrat S-nitrosoglutathion pfi teploté 25°C a
pH = 7,5 ma hodnotu Ky = 11 yM a u mutanta R368L (mutant, u néhoz je arginin 368
substituovan leucinem) Ky = 0,16 mM. Inhibi¢ni konstanta (K;) pro substrat S-
nitrosoglutathion a inhibitor dodekanovou kyselinu ma hodnotu 0,148 a u mutanta
R368L K; = 0,161. Cislo premé&ny enzymu pro substrat S-nitrosoglutathion pfi teploté
25°C, pH = 7,5 je 29,3 s* a u mutanta R368L je rovno 203,3 s™ (Sanghani et al., 2006).
Obecné je jeji enzymaticka aktivita vysoka vrozmezi pH = 6,5 — 9,5; pfiCemz
pfi pH = 6,5 dosahuje 70 % maximalni aktivity a pfi pH = 9,5 dosahuje 80 % maximalni
aktivity (Goodman & Tephly, 1971). Pokud je enzym skladovan v neporusené tkani, je
pfi zamrazeni na -20°C stabilni. V zamrazené tkani z neporudenych lidskych jater byl
enzym stabilni 2 roky, doSlo pouze k nepatrnému poklesu aktivity. Cim je enzym vice

precistény, tim je pfi zamraZeni méné stabilni. Cisty enzym se pfi zamraZeni na -20°C
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plné inaktivuje a pfi 0°C se po mésici skladovani aktivita enzymu snizuje na 50 %
(Uotila & Koivusalo, 1974).

3.2. Charakterizace S-nitrosoglutathionreduktasy u rostlin

S-nitrosoglutathionreduktasa je nej¢astéji studovana u rlznych genotypl rostlin
husenicku Thalova (Arabidopsis thaliana), hrachu setého (Pisum sativum), sluneénice
ro¢ni (Helianthus annuus), kukufice seté (Zea mays), raj¢at (Solanum spp.), tabaku
(Nicotiana spp.). Dale byla popsana i u ryze (Oryza sativa), (Barroso et al., 2006);
petunie (Petunia hybrida), (Garabagi & Strommer, 2004); révy vinné (Vitis vinifera),
(Tesniere & Abbal, 2009); zelence chocholatého (Chlorophytum comosum) a séjy
(Glycine max), (Giese et el., 1994).

GSNOR je u Arabidopsis thaliana kédovana jednokopiovym genem, dfive
onacenym jako ADH2 (Rustérucci et al., 2007). Odpovidajici mMRNA ma velikost 1,4 kb
a je pfitomna ve vSech rostlinnych organech. Analyzou cDNA izolované z Arabidopsis
thaliana byla zjiSténa nukleotidova sekvence a z ni byla odvozena aminokyselinova
sekvence. Tato analyza ukazala velkou podobnost struktury alkoholdehydrogenas tfidy
[l u rdznych organismi. GSNOR u Arabidopsis thaliana ma typickou strukturu
alkoholdehydrogenas tfidy Ill, z 69 — 89 % identickou s GSNOR hrachu a s lidskou
GSNOR. P¥i srovnani residui v aktivhich mistech jednotlivych alkoholdehydrogenas
tfidy Il byly zjistény rozdily ve tfech z 23 esencialnich residui a dvé z téchto tfi zmén
byly nalezeny v rostlinnych sekvencich. (Martinez, 1996).

Hladiny S-nitrosothiold jsou in vivo kontrolovany syntézou oxidu dusnatého, ktery je
vrostlinach  syntetizovan rlznymi drahami, a to jak enzymatickymi, tak
neenzymatickymi, a pfeménou S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktera je predevsim
uskute€hovana S-nitrosoglutathionreduktasou (Rustérucci et al., 2007). Kromé jiz
zminované ulohy pfi redukci GSNO je GSNOR u vSech Zivych organismd od bakterii
po ¢lovéka hlavnim enzymem metabolizujicim intracelularni formaldehyd. Formaldehyd
je toxicka sloucenina, ktera maze pochazet z mnoha biologickych pochodu a z rdznych
zdroju zivotniho prostfedi. Hlavnim zdrojem formaldehydu v rostlinach je disociace
5,10-methylentetrahydrofolatu a oxidace methanolu, ktery je uvolfiovan pFedevsim
demethylaci pektind. Formaldehyd mlze také vznikat dalSimi oxidativnimi
demethylacnimi reakcemi, dekarboxylaci glyoxylatu a cytochrom P-450-dependentnimi
oxidacemi herbicidd. GSNOR katalyzuje NAD-dependentni tvorbu S-formylglutathionu
z S-hydroxymethylglutathionu, ktery je spontanné vytvafen zformaldehydu a
glutathionu (Espunya et al., 2006). Tato reakce (Obr. 5) byla vyuZzita v experimentalni

Casti této prace pfi histochemické detekci GSNOR.
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GSH FALDH GSH
HCHO = SHMGSH ——— S-CHOGSH —=<# HCOO~ ——s CO,+ H,0

Obr. 5: Metabolicka draha detoxikace formaldehydu (pfevzato z Espunya et al., 2006).
S-formylglutathion (S-CHOGSH) je tvofen z S-hydroxymethylglutathionu (S-HMGSH)
reakci katalyzovanou S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR), dfive nazyvanou
formaldehyddehydrogenasa (FALDH).

GSNOR je rozdilné exprimovana v jednotlivych organech dospélych rostlin
Arabidopsis thaliana, nejvétsi mnozstvi GSNOR bylo zjisténo v kofenech a v listech
v prvnich fazich vyvoje. GSNOR je distribuovana pres epidermis a kortex v kofenech,
pres mezofyl v listech a v obou téchto organech pfes cévni systém. Mutantni rostliny
Arabidopsis thaliana s modifikovanou hladinou GSNOR maji zfetelné redukovanou
délku kofene, a to jak u rostlin nadexprimujicich GSNOR, tak u rostlin GSNOR
deficientnich. Tento fenotypicky projev souvisi s celkovym poklesem hladiny
intracelularnino  glutathionu (GSH) a se zménou prostorové distribuce GSH
v kofenovém meristému. Transgenni kofeny jsou €asteCné necitlivé k exogennimu
GSH, nejsou schopny reagovat na oxidaéné-redukéni zmény glutathionu a nedokazi
udrzovat rovnovahu mezi koncentraci redukovaného a oxidovaného glutathionu
(Espunya et al., 2006).

3.2.1. Aktivita S-nitrosoglutathionreduktasy ve stresovych podminkach u rostlin

Aktivitu GSNOR vyznamné ovliviiuje mechanické poranéni a rostlinné hormony,
které funguji jako signaly pfi odpovédi na vnéjsi stresové faktory. Fytohormony jsou
vylu€ovany v signalnich procesech spousténych jako odpovéd na riizné typy stresu a
aktivuji rdzné obranné geny. Ethylen, kyselina abscisova, kyselina jasmonova a
kyselina salicylova jsou vyluCovany ve stresovych podminkach jako jsou poranéni,
anaerobidza, sucho, chlad a zasoleni (Diaz et al., 2003).

Metabolismus endogenniho oxidu dusnatého a ostatnich reaktivnich dusikatych
radikalt (v€etné substrati GSNOR) v abiotickych stresovych podminkach je zatim jen
malo prozkouman. V listech rostlin hrachu, které byly vystaveny nasledujicim
abiotickym stresovym podminkam: vysoka intenzita svétla, nizka teplota, vysoka
teplota, stalé svétlo, stala tma a mechanické poranéni, byl analyzovan obsah NO, S-
nitrosothioll, dusitand a dusi¢nant, enzymové aktivity L-arginin dependentnich synthas
oxidu dusnatého (NOS), GSNOR a profil nitrace tyrosinu (NO,-Tyr), (Corpas et al.,

2008). Bylo zjisténo, ze pfi nizké teploté dochazi k velkému narustu aktivity NOS a
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GSNOR doprovazenému zvySenim obsahu celkového NO a S-nitrosothioll a zvysila
se imunoreaktivita s protilatkou proti NO,-Tyr. Celkovy obsah dusitan a dusi¢nanu se
vlivem zminénych typl stresu neméni. Mechanické poranéni, vysoka teplota a svétlo
aktivuji metabolismus RNS v rostlinach hrachu. Nitrace proteinovych tyrosinu je
pravdépodobnym markerem nitrosativniho stresu a pfedpoklada se, Ze nizka a vysoka
teplota, stalé svétlo a vysoka intenzita svétla jsou abiotickymi stresovymi podminkami,
jez indukuji nitrosativni stres u rostlin hrachu. Nitrace proteinovych tyrosint, obsah NO
a S-nitrosothiol(, aktivity GSNOR a L-arginin dependentni NOS jsou rizné regulovany
v zavislosti na typu abiotického stresu. Aktivita GSNOR se vyrazné zvySovala (o 25 —
67 %) v disledku plUsobeni vSech zminénych stresovych podminek s vyjimkou vysoké
intenzity svétla, kterda nema na aktivitu GSNOR vliv. Nizka teplota zpulsobila nejvétsi
zvyseni aktivity GSNOR, tj. 0 67 % (Corpas et al., 2008). Aktivita GSNOR je dUlezita
pro aklimatizaci rostlin na vysokou teplotu a pro normalni vyvoj a plodnost
v optimalnich podminkach. Citlivost rostlin na vysokou teplotu je zpusobena donory NO
a u mutantnich rostlin, které jsou citlivé na vysokou teplotu, mize byt tato citlivost
eliminovana vychytavanim NO. Vy8Si hladina GSNO zvySuje citlivost na vysokou
teplotu v dusledku poruseni drahy, ktera citlivé reaguje na reaktivni formy kysliku, nebo
dusiku. PFi pusobeni vysoké teploty na rostlinu je tedy aktivita GSNOR snizena.
Pro zajisténi spravného ristu rostliny po teplotnim stresu je pravdépodobné potfeba
vétSi aktivita GSNOR, u rostlin péstovanych na svétle jsou nejspiSe pFitomny
slou€eniny, které kompenzuji redukovanou aktivitu GSNOR a limituji akumulaci
pfebyteCnych nitrososlouenin. Neznamena to vSak, Ze GSNOR reguluje
termotoleranci, nebylo dokazano, Ze by se NO ucastnil signaini drahy spousténé
pfi teplotnim stresu (Lee et al., 2008). U rostlin hrachu vystavenych toxické koncentraci
kadmia byla vyrazné snizena aktivita GSNOR i exprese genu pro GSNOR. P¥i stresu
kadmiem dochazi k extrémnimu snizeni obsahu GSNO, k poklesu hladiny NO
(pozorovan zejména v cévnich svazcich) a obsah rozpustného glutathionu v listech
hrachu byl redukovan o vice nez 50 %. SniZuje se i pomér redukovaného glutathionu
ku oxidovanému glutathionu (GSH/GSSG). Kadmium také indukuje oxidativni stres
zvySovanim produkce ROS a navozuje senescenci listu. Pfirozena senescence listl je
spojena s poklesem hladiny NO, pokles hladiny NO je také jednou z pfi€in navozeni
senescence kadmiem. Soucasny pokles aktivity GSNOR a hladiny GSNO se vysvétluje
tim, Ze aktivita GSNOR je indukovana substratem, S-nitrosoglutathionem. (Barroso et
al., 2006).

Bioticky stres u rostlin aktivuje oxidativni poSkozeni spojené s produkci reaktivnich
kyslikovych intermediati O, a H,O,, nasleduje zvySeni hladiny kyseliny salicylové,

uvolnéni cytosolickych Ca®" iontli a spusténi obrannych mechanismil. NO se spolu
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s reaktivnimi formami kysliku (ROS) podili na aktivaci hypersenzitivni reakce, ktera
vyZaduje rovnovahu mezi produkci NO a ROS (Diaz et al., 2003). Gen ADH2, kddujici
GSNOR u Arabidopsis thaliana, je aktivovan kyselinou salicylovou. U tabaku i
Arabidopsis je gen ADH2 citlivy na regulaci kyselinou jasmonovou, ale neni ovliviiovan
kyselinou abscisovou. Pfi poranéni rostliny dochazi ke sniZzeni exprese genu ADH2,
silngjSi represe genu byla pozorovana u lokalné poranénych listd nez u listd
systémovych. Pokles hladiny GSNOR je pozorovan 2 hodiny po poranéni a exprese
genu se opét zvySila na bazalni uroven 48 hodin po poranéni. Pfi poranéni rostliny
nebyl pozorovan signal zprostifedkovany NO, ale nelze ho vylou€it. Negativni regulace
aktivity GSNOR pfi poranéni ukazuje, ze dochazi ke zménam v metabolismu NO, tyto
zmény jsou soucasti obranné reakce. U rostlin tabaku je hladina GSNOR a s ni
spojena enzymaticka aktivita snizena plsobenim kyseliny jasmonové (JA) a zvySena
v disledku odpovédi na kyselinu salicylovou (SA). SA se vaze na endogenni katalasu,
a tim inhibuje jeji aktivitu. V dasledku toho dochazi ke zvySeni koncentrace H,O, a
lokalnimu zvySeni oxidativniho stresu. Inhibice katalasy a askorbatperoxidasy muize
vést k poSkozeni volnymi radikaly a muze iniciovat peroxidaci lipidu, ktera je jednim
z nasledkl oxidativniho stresu. PFi peroxidaci lipidd maze byt uvolfiovan formaldehyd a
dalSi reaktivni produkty peroxidace, které mohou byt enzymem GSNOR eliminovany.
PFidani exogenni SA vedlo k buné&éné smrti. Pozitivni regulace genu ADH2 kyselinou
salicylovou potvrzuje roli GSNOR pfi ochrané proti oxidativnimu a nitrosativnhimu
stresu, ROS i NO stimuluji akumulaci SA. Vyznam poklesu hladiny GSNOR pfi zranéni
a pfitomnosti JA je obtizné vysvétlitelny. Bylo zjisténo, Zze jasmonat redukuje syntézu
fotosyntetického enzymu RUBISCO a ostatnich proteind spojenych s bazalnimi
bunéénymi funkcemi. Negativni regulace genu ADH2 muze hrat roli pfi patogenezi.
Pokles hladiny GSNOR muze branit spotfebé GSNO na poc¢atku infekce patogenem.
GSNO je substratem pro GSNOR a zatim nebylo zjisténo, jakym zplUsobem je
regulovan pomér NO/GSNO (Diaz et al., 2003).

Rostliny Arabidopsis thaliana se snizenym mnozstvim GSNOR vykazuji zvySenou
bazalni rezistenci proti houbovému patogenu oomyceté Perenospora parasitica Noco2
(virulentni genotyp), ale nadexprese genu nema vyznamny vliv na bazaini rezistenci
rostliny (Rustérucci et al., 2007). Odpovéd rostliny na infekci patogenem
Pseudomonas syringae, ktery infinkuje rostliny pfes poranéni a stomata a mnozi se
v intercelularnich prostorech, byla u GSNOR-deficientnich rostlin i u rostlin
nadexprimujicich GSNOR téméf shodna s odpovédi u rostlin geneticky
nemodifikovanych. Tento rozdil v odpovédi na dva odliSné patogeny muze byt
disledkem bazalni efektivity, ktera zavisi na patogenu, nebo disledkem ovlivnéni

GSNOR v rozdilném misté signalni drahy. Niz8i mnoZstvi GSNOR je spojeno s vyssi
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hladinou nitrobunéénych S-nitrosothiolt a konstitutivni aktivaci s patogenezi spojeného
genu PR-1. Rostliny nadexprimujici GSNOR konstitutivni expresi genu PR-1
nevykazuji. Hypersenzitivni reakce a obranné geny PR-1 a GST jsou rychle
indukovany pfi napadeni patogenem, linie nadexprimujici GSNOR exprimuje stejné
mnozstvi genu PR-1 jako linie geneticky nemodifikovana. Interakce rostliny a
patogenu, nazyvana hypersenzitivni reakce (HR) zpUsobuje lokalni buné&nou smrt.
Inhibitory akumulace oxidu dusnatého inhibuji hypersenzitivni reakci a dochazi
k rozvoji choroby a bakteridlniho rastu u Arabidopsis thaliana. Efektivni indukce HR
vyzaduje rovnovahu mezi ROS a produkci NO. GSNOR je lokalizovana ve floému, a
proto muze signalni transportni drahou pfes cévni systém regulovat systémovou
ziskanou rezistenci (Rustérucci et al., 2007). Systémova ziskana rezistence (SAR) je
forma indukované rezistence, ktera je spousténa v systémovych zdravych tkanich
lokalné infikované rostliny. Bylo popsano nékolik signalnich molekul, které by mohly byt
zodpovédné za systémovou ziskanou rezistenci: methylsalicylat, kyselina jasmonova,
faktor odvozeny od glycerollipidd a skupina peptidu, ktera je zapojena v bazalni
obranné reakci mezi bufikami. SAR signal je zesilovan soucasné& s obrannymi
reakcemi zavislymi na kyseliné salicylové a je jemné regulovan auxiny (Vlot et al.,
2008). SAR je snizena u rostlin nadexprimujicich GSNOR a zvySena u GSNOR-
deficientni linie rostlin, je to spojeno se zménami obsahu SNOs. NO a SNOs pozitivné
ovliviuji bazalni rezistenci rostliny a také rezistenci zprostfedkovanou geny. U rostlin
nadexprimujicich GSNOR byl ve srovnani s puvodni, geneticky nemodifikovanou linii
Arabidopsis thaliana zaznamenan prudky vzestup aktivity GSNOR (19x% vétsi aktivita
enzymu), ale jen mirny pokles hladiny SNOs (pokles na 80 % plvodniho mnozstvi
SNOs). U GSNOR deficientni line byla zjisténa niz8i aktivita GSNOR (pokles aktivity
enzymu na 55 % aktivity) a vy3Si hladina SNOs (2,08x vy$Si hladina) vzhledem
k pGvodni linii Arabidopsis thaliana. Predpokladana role GSNOR v kontrole
intracelularni hladiny SNOs fadi GSNOR mezi kliCové enzymy v regulaci bunécné
homeostazy (Rustérucci et al., 2007).

Rustérucci et al. (2007) zjistili, ze jejich vysledky jsou v rozporu s vysledky
publikovanymi v ¢lanku Feechan et al., 2005 a uvadi, Zze rozdily mohou byt zpusobeny
odliSnymi metodami modifikace intracelularni hladiny GSNOR (metoda modifikace
exprese genu pro GSNOR a metoda inserce T-DNA) a také tim, Ze obranna reakce
velmi vyrazné zavisi na stafi rostliny. V Clanku Feechan et al., 2005 stafi rostliny
nebylo uvedeno (Rustérucci et al., 2007). Naméfena mnozZstvi SNOs pfed i
po inokulaci rostliny patogenem byla v obou pfipadech témér stejna, s poklesem

hladiny GSNOR rostla koncentrace SNOs a naopak. Méfeni koncentrace kyseliny
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salicylové (SA) ukazalo, ze srostouci aktivitou GSNOR rostla koncentrace SA

(Feechan et al., 2005), coz bylo také v rozporu s vysledky Rustérucci et al., 2007.

4. Dals$i enzymy s S-nitrosoglutathionreduktasovou aktivitou

S-nitrosoglutathionreduktasova aktivita byla prokazana i u enzymu lidské
karbonylreduktasy 1 (hCBR1). Karbonylreduktasa je NADPH-dependentni enzym, patfi
do tfidy dehydrogenas a reduktas s kratkym fetézcem a se Sirokou substratovou
specifitou (Bateman et al., 2008). Karbonylreduktasa 1 (EC 1.1.1.184) je znama také
jako aldehydreduktasa 1, NADPH-dependentni karbonylreduktasa, prostaglandin-9-
ketoreduktasa, xenobioticka ketonreduktasa, NADPH,-dependentni karbonylreduktasa,
karbonylreduktasa, nespecificka NADPH-dependentni karbonylreduktasa,
aldehydreduktasa 1, nebo karbonylreduktasa (NADPH,). Systematicky nazev je
sekundarni alkohol:NADP™* oxidoreduktasa. Patfi do rodiny alkoholdehydrogenas.
Redukuje karbonylové slouéeniny (napf. chinony, aromatické aldehydy, ketoaldehydy,
daunorubicin a prostaglandiny E a F) na odpovidajici alkoholy (EXPASy Proteomics
Server, EC 1.1.1.184; NC-IUBMB Enzyme Nomenclature, EC 1.1.1.284). V novéjSich
vyzkumech je hCBR1 spojovana s detoxifikaci reaktivnich aldehydd (napf. 4-oxonon-2-
enal) a jejich glutathionovymi konjugaty. Zda se, Ze tyto slouceniny hraji kliCovou roli
pfi neurodegenerativnich onemocnénich spojenych s oxidacnim stresem jako jsou
Parkinsonova a Alzheimerova nemoc. Enzym hCBR1 ma navic vazebné misto
pro glutathion (GSH), které je zodpovédné za zvySenou afinitu k molekuldam
konjugovanym s glutathionem. Pfedpoklada se, Zze vazebné misto pro glutathion je
v blizkosti aktivniho mista enzymu. Rentgenostrukturni analyzou byla zkoumana
interakce GSH a hCBR1, byla vyfeSena krystalova struktura hCBR1 v komplexu
s inhibitorem podobnym substratu enzymu. Déle se zkouSelo zavést GSH do krystall
hCBR1 jiz obsahujicich NADP a inhibitor podobny substratu. Bylo zjisténo, ze S-
nitrosoglutathion je pro hCBR1 idealnim substratem s Michaelisovou konstantou
Kn=30 UM a ke = 450 min™, kinetické konstanty jsou srovnatelné s nejlépe
prozkoumanymi substraty hCBR1. Predpoklada se, ze hCBR1 alespori Castecné
ovliviiuje regulaci hladiny NO a GSNO v tkanich (Bateman et al., 2008). U rostlin
nebyla karbonylreduktasa zatim popsana.

Enzymem s S-nitrosoglutathionreduktasovou aktivitou je i bakterialni nitroreduktasa
(NtrA). U grampozitivni patogenni bakterie Staphylococcus aureus je enzym NtrA
kédovan genem SAOUHSC 00833. Bakterie kmene Staphylococcus jsou citlivé
k derivatim nitrofuranu jako jsou nitrofurazon a nitrofurantoin, ty se pouzivaji
v mediciné k lé¢bé infekci zpusobenych S. aureus. Specifické mikrobialni enzymy,

nitroreduktasy, katalyzuji redukci zminénych IéCiv, redukce I&€Civ je nezbytna pro jejich
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aktivaci. Aktivace nitroaromatickych slouéenin je pouzivana pfi |é¢bé rakoviny,
aktivované slouceniny jsou schopny zni¢it nador. U mikroorganism( vystavenych
nitrosativnimu  stresu vznika S-nitrosoglutathion reakci NO s intracelularnim
glutathionem. Vytvofeny GSNO podporuje nitrosaci proteinovych thiold. Inaktivace
nitroreduktasy vede ke sniZzeni odolnosti Staphylococcus aureus k S-nitrosoglutathionu
a zvysuje se jeho rezistence k nitrofurandm. Tato nitroreduktasa je bifunkéni enzym
(vykazuje S-nitrosoglutathionreduktasovou a nitroreduktasovou aktivitu), i GSNOR je
bifunk&ni enzym (vykazuje formaldehyddehydrogenasovou a S-
nitrosoglutathionreduktasovou aktivitu). Na zakladé fylogenetickych analyz bylo
navrzeno zarazeni NtrA do nové rodiny nitroreduktas, které pravdépodobné hraji
in vivo dvoji roli — napomahaji aktivaci nitrofurana a chrani bunku pfed transnitrosylaci.
VySetfeni gend metodou microarray ukazalo, ze gen stafylokoka koédujici
nitroreduktasu je indukovan GSNO. (Tavares et al., 2009). Také nitroreduktasa nebyla

u rostlin zatim popsana.

5. Prehled publikovanych histochemickych metod detekce aktivity S-
nitrosoglutathionreduktasy

Enzymové histochemické metody in situ jsou pouzivany pro lokalizaci bunék
exprimujicich aktivni enzym na urovni bunék v rostling, pletivu, nebo Zivoc€iSné tkané.
Vyhodou metod provadénych na celé rostliné je mozZnost uréit prostorovou a ¢asovou
distribuci biomolekul v jednotlivych burikdch neporuSeného organismu, jde o rychlou a
levnou analyzu (Diaz et al., 2004).

Histochemicka detekce ADHIII (GSNOR) vyuziva skute€nosti, Ze GSNOR oxiduje
S-hydroxymethylglutathion za souéasné redukce NAD® na NADH. Vzniklé NADH
redukuje nitrotetrazoliovou modf (NBT) na formazan, ktery tvofi modry precipitat. Tato
metoda byla dfive pouzita pro in situ detekci enzymu na elektroforetickych gelech a
pro histochemickou analyzu enzymu v zZivoCisnych tkanich. Metoda muze byt
aplikovana na dikaz aktivity jakékoliv dehydrogenasy za pouziti specifickych substratu
(Diaz et al., 2004). Mize byt pouzito i jiné barvivo, které je redukovano NADH, napf.
nitrotetrazoliova violet (Kurzbaum et al., 2010).

Histochemicka metoda s vyuzitim NBT pro detekci enzymu na fezech tkané krysy
byla popsana pro alkoholdehydrogenasu. Vzorky tkané krysy byly zamrazeny
v pevném oxidu uhli¢itém a Fezy byly pfipraveny v kryostatu pfi — 25°C. Nasledné byly
fezy inkubovany ve fosfatovém pufru o pH = 7,4 obsahujicim NAD", nikotinamid, siran
hofeCnaty a NBT po dobu 1 hodiny pfi 38°C. Do inkubacni smési byly pfidany 5%
roztoky fady rdznych alkohold slinearnim i rozvétvenym fetézcem. V misté

enzymatické aktivity v tkani vznikalo redukované NAD, které zplUsobovalo redukci NBT
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na nerozpustny precipitat formazanu. Ruzové zbarveni monoformazanu indikuje nizkou
aktivitu alkoholdehydrogenasy, modré zbarveni diformazanu indikuje vyraznou aktivitu
enzymu. Mnozstvi formazanu se hodnoti vizualné a malé odchylky neni mozné
pozorovat. Jako kontrolni slouzily vzorky inkubované v pufru obsahujicim vSechny
slozky kromé roztoku alkoholu a vzorky inkubované v pufru obsahujicim v3echny
slozky kromé& NAD. Zpouzitych alkoholi byl nejvhodné&jSim substratem
pro alkoholdehydrogenasu furfurylalkohol, z alkohold s linearnim fetézcem pak n-
hexanol (Ferguson, 1965).

Metoda vyvinuta pro detekci ADHIII v celych rostlinach Arabidopsis kombinuje dfive
publikované metody pro detekci aktivity alkoholdehydrogenas in  situ
na elektroforetickych gelech (Uotila & Koivusalo, 1987) a pro histochemickou lokalizaci
aktivity B-glukuronidasy v semenaccich Arabidopsis (Jefferson et al., 1987). Detekce
ADHIII v celych rostlinach Arabidopsis byla provedena tak, ze semenacky Arabidopsis
thaliana byly inkubovany v roztoku obsahujicim 0,1 M fosfore€nan sodny o pH = 7,5,
Triton X-100, pyruvat sodny, NAD*, PMS, NBT, dale byl pfidan glutathion a
formaldehyd spontanné tvofici S-hydroxymethylglutathion, substrat GSNOR (Diaz et
al., 2004). Pyruvat sodny v inkubaéni smési slouzi k eliminaci oxidace vznikajiciho
NADH na NAD" laktatdehydrogenasou, PMS je akcelerator elektronového transportu
z NADH na NBT. Po vilozeni do inkubacni smési byly semenacky Arabidopsis umistény
na 10 minut do vakua, coz usnadni penetraci roztoku do rostlin a soucasné rostliny
nepoSkodi. Semenacky byly ve smési inkubovany pfiblizné 40 minut pfi teploté 42°C
ve tmé&. Pro odstranéni nespecifického zbarveni byly rostliny nakonec nékolikrat
promyty 70% ethanolem. Jako kontrolni vzorky byly pouzity semenacky inkubované
ve smési obsahujici pouze formaldehyd (bez glutathionu) a semenacky inkubované
ve smési obsahujici pouze glutathion (bez formaldehydu). Na téchto kontrolnich
vzorcich byla detekovana oxidace formaldehydu, pfipadné glutathionu jinymi
enzymatickymi systémy jako jsou mitochondrialni aldehyddehydrogenasy nebo
glutathionreduktasy, projevuje se zde také endogenni pfitomnost glutathionu a
formaldehydu v bufkach rostliny. Metoda muze byt aplikovana na studium zmén
aktivity ADHIII v disledku odpovédi na elicitory nebo bioticky a abioticky stres (Diaz et
al., 2004). Tato metoda byla pro detekci GSNOR v semenaccich Arabidopsis thaliana
vyuzita také v ¢lanku Espunya et al., 2006.

Metoda pro detekci dehydrogenas v kofenech rostlin péstovanych hydroponicky,
nebo na agarovém médiu (Kurzbaum et al., 2010) by pravdépodobné s urcitymi
Upravami mohla byt pouzitelna i pro specifickou detekci GSNOR. Metoda byla
zavedena na rostlinach kukufice (Zea mays). Kukufice byla péstovana na Hoaglandové

minimalnim meédiu (HMM) a sedmidenni rostliny byly pfesazeny na HMM navic
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obsahujicim 0,005% tetrazoliovou violet. V misté lokalizace aktivnich dehydrogenas
bylo detekovano fialové zbarveni. Dullezité bylo udrzovat po celou dobu pokusu sterilni
podminky z divodu eliminace respirace a dehydrogenasové aktivity mikroorganisma
(Kurzbaum et al., 2010).

Dalsi moznou metodou histochemické detekce je imunolokalizace. Rezy zalité
v parafinu se inkubuji nejprve s primarnimi protilatkami na GSNOR a poté se
sekundarni protilatkou znaCenou peroxidasou. Hnédé zbarveni, vzniklé v disledku
aktivity peroxidasy, specificky indikuje pfitomnost GSNOR (Espunya et al., 2006).

Mimo histochemické metody je aktiviia GSNOR nejCastéji detekovana
elektroforetickymi metodami  a naslednym  western blotingem, nebo
spektrofotometricky. Spektrofotometricky se méfi enzymaticka aktivita GSNOR
v buné&nych extraktech v 0,1 M fosfore¢nanu sodném o pH = 8 pfi 25°C za pouziti S-
hydroxymethylglutathionu jako substratu GSNOR, pfiéemz se monitoruje produkce
NADH pfi 340 nm (s = 6220 M™*-cm™). Jedna jednotka aktivity odpovida 1 pmol
koenzymu redukovaného za minutu (Martinez et al., 1996). Spektrofotometricky se
aktivita GSNOR také stanovuje monitorovanim oxidace NADH pfi 340 nm. Extrakty se
inkubuji pfi 25°C v reak¢ni smési obsahujici 20 mM Tris-HCI pufr o pH = 8, NADH a
EDTA, reakce se startuje pfidanim GSNO (substratu) do reakéni smési (Sakamoto et
al., 2002).
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Il. EXPERIMENTALNI CAST

6. Material a metody

7. Vysledky a diskuse
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ZAVER

V teoretické Casti praci byla vypracovana literarni reSerSe prehledné shrnujici
publikované poznatky o S-nitrosothiolech, S-nitrosylagnich reakcich, slouCeninach
S nimi souvisejicich a pfedevSim o enzymu S-nitrosoglutathionreduktase. Byla popsana
jeji uloha u zivocich(, véetné ¢lovéka, a u rostlin. Byl zpracovan prehled publikovanych
metod histochemické detekce aktivity GSNOR.

V experimentalni ¢asti prace byla histochemicky detekovana aktivita GSNOR
v semenaccich Arabidopsis thaliana a Pisum sativum. V semenaccich Arabidopsis
thaliana byla histochemicky detekovana aktivita GSNOR také pfi teplotnim stresu.
Vysledky histochemické detekce aktivity GSNOR byly porovnany s vysledky
kvantifikace formazanu extrahovaného ze vzorkid zkoumanych rostlin. V extraktech
hrachu byla aktivita GSNOR detekovana také spektrofotometricky a byla provedena
metoda diskontinualni nativni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu, pro detekci
GSNOR na elektroforetickych gelech byla pouzita metoda pro histochemickou detekci
GSNOR v celych rostlinach Arabidopsis thaliana.

PFi dalSim pokraCovani v této praci by bylo vhodné optimalizovat histochemické
metody detekce GSNOR v semenaccich Arabidopsis thaliana pfidanim inhibitor(
fotosyntézy a respirace do inkubacni smési. Pfi kvantifikaci formazanu
po histochemické detekci GSNOR v semenaccich Arabidopsis thaliana by bylo idealni
kvantifikovat mnozstvi formazanu samostatné v listech a v kofenech. Histochemicka
metoda detekce GSNOR (podle Diaz et al., 2004) nebyla vhodna pro detekci v fezech
semenacku hrachu, lepSi by bylo optimalizovat metodu vychazejici z modifikace
metody pro histochemickou detekci aminoaldehyddehydrogenasy s vyuzitim inhibitort
enzymatickych systému redukujicich NBT, tyto enzymy zpUsobuji nespecificnost

histochemické detekce.
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ADH
ADH2

ADH3, ADHIII, x-ADH

ADP
AMADH
cADPR
cGMP
Col
DMSO
DTT

EC
EDTA
FALDH
GSH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSO;H
GSOzH
GSONH;,
GSSG
GST
hCBR1
HIF-1
HMGSH
HMM
HR
INOS
JA

MAP
MES
MS médium
NAD
NADH

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

alkoholdehydrogenasa

gen kédujici S-nitrosoglutathionreduktasu
alkoholdehydrogenasa tfidy I
adenosindifosfat
aminoaldehyddehydrogenasa
cyklicka adenosindifosfatribosa
cyklicky guanosinmonofosfat
ekotyp Columbia

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

Enzyme Commission

kyselina ethylendiamintetraoctova
formaldehyddehydrogenasa
glutathion
glutathion-N-hydroxysulfenamid
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
kyselina sulfinova

kyselina sulfonova
glutathionsulfinamid
glutathiondisulfid — oxidovany glutathion
gen pro glutation-S-transferasu
karbonylreduktasa 1

hypoxii indukujici faktor |
S-(hydroxymethyl)glutathion
Hoaglandovo minimalni médium
hypersenzitivni reakce

inducibilni forma NOS

kyselina jasmonova

mitogenem aktivovany protein (mitogen activated protein)

morfolinoethansulfonova kyselina
Murashige/Skoogovo médium

nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma
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NADP
NADPH
NBT

NF-kB
NO,-Tyr
NOS

NtrA

P-450

PMS

PMSF

PR-1

RNS

ROS
RSNOs, SNOs
SA

SAR
S-CHOGSH
Spl

Sp3
TEMED

nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
nitrotetrazoliova modr

jaderny faktor kB

nitrovany tyrosin

synthasy oxidu dusnatého

nitroreduktasa

rodina cytochromu

methosulfat fenazinu

fenylmethansullfonyl fluorid

gen spojeny s patogenezi 1 (patogenesis related gene 1)
reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
S-nitrosothioly (S-nitrosylované proteiny)

kyselina salicylova

systémova ziskana rezistence

S-formylglutathion

stimulujici protein 1

stimulujici protein 3

N,N,N",N’-tetramethylendiamin
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