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Abstrakt
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CILE PRACE

V teoretické Casti bylo cilem bakalatské prace vypracovani literarni reSerSe zamétfené

na charakterizaci S-nitrosoglutathionreduktasy:

a)
b)
c)
d)

charakterizace molekulovych vlastnosti GSNOR,
porovnani rostlinné a zivo¢isné GSNOR,
lokalizace rostlinné GSNOR,

uloha GSNOR (fyziologicka funkce a role v obranné reakci na stres).

V experimentalni ¢asti bylo cilem:

a)

b)
c)

d)

charakterizovat nové ptipravenou polyklonalni protilatku pro detekci GSNOR
(stanovit vhodné tedéni protilatky, citlivost a specificitu),

stanovit molekulovou hmotnost GSNOR,

lokalizovat GSNOR u tii genotypl Solanum Ilycopersicum, dvou genotypill
Lactuca sativa, dale u Lactuca serriola, Pisum sativum, Helianthus annuus a
dvou genotypt Cucumis sativus,

v ramci screeningové studie stanovit vliv mechanického a teplotniho stresu na

aktivitu GSNOR.



Teoreticka ¢ast



1. Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS, reactive nitrogen species) jsou slou¢eniny odvozené od

oxidu dusnatého (NO). NO se vyskytuje zejména v podob¢ volného radikalu (-NO), stejné jako
oxid dusi¢ity (‘NO,). Mezi RNS dale patii oxid dusity (N,Os3), peroxynitrit (ONOO),
alkylperoxinitrit (ROONO), S-nitrosoglutathion (GSNO), S-nitrosothioly (RSNOs) aj.. Tab. 1

shrnuje veskeré formy RNS a jejich zdroje v bunikach. RNS maji nejvetsi vyznam predevsim

jako kritické endogenni regulatory bunéénych a tkanovych funkci. Tvofi se v mnoha

fyziologickych, ale i patologickych procesech. Mohou vznikat bud’ oxidaci nebo redukci oxidu

dusnatého (Hill et al., 2010).

Tab. 1 Reaktivni formy dusiku a jejich intracelularni zdroje (upraveno podle Hill et al., 2010).

Nézev Vzorec Poznamky Intracelularni zdroje
Oxid dusnaty NO Nenabity volny radikal sGC, CcOx, thiylovy
produkovany NO- radikal (GS-)
synthasami
Nitroxyl HNO nebo NO Nabity redukovany stav, Prechodné kovy,
nukleofilni povahy nukleofily (napf.
thioly)
Nitrosoniovy ion NO* Vznik  oxidaci  NO; Thiolatovy anion
neexistuje v neutralnim
pH (reaguje s vodou)
Nitrit NO, Produkt reakce NO s O,; Hem
redukce na NO pri
katalyze kovem
Nitrat NOs” Nizka reaktivita;
produkce oxidaci NO
Oxid dusity N,O; Nitrosacéni ¢inidlo; tvorba Thioly, aminy
reakci NO sO,
protonace nitritu
Oxid dusny N,O Rajsky plyn
Oxid dusicity NO; nebo - NO, Silné oxida¢ni ¢inidlo; Thioly, fenoly
volny radikal; nitracni (tyrosin)
¢inidlo
Peroxynitrit ONOOH  nebo Tvorba reakci NO se Thioly, pifechodné
ONOO superoxidem,; nitratni  kovy
¢inidlo
Peroxynitrat 0,NOO" Tvorba reakci NO, se ?
superoxidem;
Nitrosoperoxokarbonat ONOOCO;’ Tvorba reakci CO, s Prevazné tyrosin
peroxynitritem;  kratka
produkce
Hydroxylamin NH,OH Produkt reakce nitroxylu
Amoniak NH; Metabolicky odpadni
produkt

Vysvétlivky : sGC —solubilni guanylatcyklasa,, CcOx — cytochrom ¢ oxidasa
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1.1. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty se vyskytuje v zivo¢iSnych i rostlinnych buiikach v podobé plynného
radikalu, ktery ma mnoho ddlezitych funkci ve fyziologickych a patologickych procesech
(Valderrama et al., 2007, Chaki et al., 2009). Poznatky o funkci NO u rostlin jsou ve srovnani
s zivoCisSnymi systémy znacn€¢ omezené. Poprvé byla emise NO pozorovana vroce 1975
Klepperem (Klepper, 1979). V nedavné dobé byly publikovany studie o vyznamu NO jako

klicové signalni molekuly u mnoha intracelularnich procest.

1.1.1. Struktura NO

NO je volny radikal s 15 elektrony, z toho je jeden neparovy. Piijetim nebo odebranim
elektronu se zméni jeho struktura, napf. na NO' nitrosoniovy kationt nebo NO™ nitroxylovy
aniont (Krasylenko et al., 2010). Jedna se o vysoce reaktivni slou¢eninu s kratkym polo¢asem
rozpadu ve tkanich, fadové se jedna o sekundy (Arasimowicz et. al, 2007). Diky své struktuie

muze NO volné difundovat membranami.

1.1.2. Vznik NO: enzymaticka cesta

V sav¢ich bunkach probiha produkce NO oxidaci guanidiového dusiku aminokyseliny
L-argininu ptisobenim enzymii NO-synthasy (NOS, EC 1.14.13.39) za vzniku L-citrulinu a NO.
NO-synthasy jsou v zivocisnych bunikdch produkovany ve tfech isoformach odlisnych
subcelularni lokalizaci, kinetikou a zpisobem aktivace. Konstitutivni (stale pfitomné, cNOS),
které se nachazeji v buikach endotelu a v neuronech. Jejich aktivace probiha vazbou
vapenatych iontl na kalmodulin. Dale jsou to dvé induktivni (iNOS), obsazeny v makrofazich,
hepatocytech, srde¢nich myocytech a v dal§ich bunkach. iNOS se aktivuji pouze po stimulaci
téchto bunék. VSechny isoenzymy NOS obsahuji hemové Zelezo (protoporfyrin IX),
flavinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid (FAD). Jako kofaktor potiebuji
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a tetrahydrobiopterin. Katalytickd tu¢innost téchto
enzymu je pouze ve formé¢ dimer(, typicka je také jejich stereospecifi¢nost. NO-synthasy se
klasifikuji podle svého zdroje na endotelovou (eNOS), neuronovou (nNOS) a makrofagovou,
téz inducibilni NO-synthasu (iNOS) (Kupkova & Benes, 2004).

V rostlinnych bunikach bylo popsano celkem 6 enzymu podilejicich se na produkci NO.
Enzymové zdroje, jejich substraty a kofaktory jsou piehledné uvedeny v Tab. 2. Prvni
informace o enzymu podobném NOS piisla ze studie Guo, Okamoto & Crawford z roku 2003.

Objevili protein AtNOS1 v Arabidopsis thaliana. Méfenim komeréniho NOS testu se zdalo, ze
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AtNOS]1 preménuje L-arginin na L-citrulin. Neschopnost reprodukovat tyto vysledky vedla ke
zpochybnéni celé¢ studie. V dalsi studii (Guo et al.,, 2005) byl AtNOSI lokalizovan
v mitochondriich a byla prokazana jeho funkce pfi obrané rostlinnych bunék proti oxidativnimu
poskozeni. Nazev AtNOS1 byl na zéklad¢ této skutecnosti pozméneén na AtNOAT1 ("nitric-oxide
associated") (Crawford, 2006). Problematika okolo AtNOAI1 stale zistadva predmétem
intenzivniho vyzkumu. Dal$im enzymovym zdrojem NO je nitratreduktasa (NR). Primarni
funkce rodiny enzymu nitratreduktas v rostlinach je asimilace dusiku pfeménou nitratu na nitrit.
NR muze pfeménovat nitrit na NO prostfednictvim NAD(P)H-dependentni reakce. Lokalizace
NR byla popsana v plasmatické membrané¢ kofenovych bunc€k tabaku spolecné s kofenove
specifickou nitrit:NO oxidoreduktasou (Ni-NOR). Bylo prokazano, Ze in vitro Ni-NOR vyuziva
jako donor elektronu cytochrom ¢ , tudiz kofaktorem neni NAD(P)H jako u NR. Ma také
snizené pH optimum. Fyziologicky vyznam zatim zstavd nejasny (Neill et al., 2008).
V produkci NO u rostlin se uplatiuji dals$i enzymy jako je kienova peroxidasa katalyzujici
tvorbu NO in vitro za uasti peroxidu vodiku z N-hydroxyargininu. Zivo¢i$na
xanthinoxidoreduktasa (XOR) je schopna produkovat NO za hypoxickych podminek, ale prace
s rekombinantni XOR (Planchet & Kaiser, 2006) naznacuje, Ze tento enzym se pravdépodobné

neuplatnuje pii signalizaci NO v rostlinach.

Tab. 2 Enzymové zdroje NO v rostlinnych buiikach (upraveno podle Piterkova et al., 2008).

Zdroj Substrat Kofaktor(y)

Enzym podobny NOS L-arginin NADPH, FAD, FMN,
tetrahydrobiopterin

Nitratreduktasa NO;” (NOy) NADH

Nitrit:NO reduktasa NO, NADH

Xanthinoxidasa Hydroxymocovina

Kienova peroxidasa N-hydroxyarginin NADH

Cytochrom P450 NOy Cytochrom ¢

1.1.3. Vznik NO: neenzymaticka cesta

Neenzymaticka produkce NO zahrnuje nékolik reakci. V apoplastu, kde je nizké pH,
dochazi k dismutaci dusitanu na NO a dusi¢nan. Pii fyziologickych hodnotach pH miize byt
dusitan chemicky redukovan kyselinou askorbovou na NO a kyselinu dehydroaskorbovou.
V membranach chloroplastii dochazi k neenzymatické pfeméné NO, na NO vlivem svétla za

katalyzy karotenoidy (Piterkova et al., 2008).
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1.1.4. NO jako signalni molekula

Stejné jako u Zivoc¢isnych systémi mizeme signalni drahy NO v rostlinach rozd¢lit na
c¢GMP-dependentni drahy a cGMP-independentni drahy. Mechanismus c¢cGMP-dependentni
drahy je zalozen na navdazani NO na hemovou prosthetickou skupinu guanylatcyklasy.
Zptsobena konformaéni zména zhruba 200x zvysi aktivitu enzymu a dochazi k produkci cGMP.
Existence komplexu NO-hem je velice kratka, polo¢as rozpadu je mensi nez 0,2 s (Bruckdorfer,
2005). Vyssi hladina ¢GMP zptsobi regulaci aktivity cGMP-dependentnich proteinkinas,
cGMP-dependentnich iontovych kanali a fosfodiesteras.
guanylatcyklasa zatim jesté nebyla klonovana. cGMP v rostlindch ma vyznam pfi indukci gent
syntetizujicich obranné latky, dale v regulaci iontovych kanalt.

U zivocisnych systémii dochazi aktivaci ryanodinovych receptort uloZenych na
membrané¢ endoplasmatického retikula prostfednictvim cyklické ADP-ribosy (cADPR)
k mobilizaci Ca*" iontt uskladnénych v retikulu. Nasledng je zptisobeno zvyseni koncentrace
volnych Ca®" iontd v cytosolu. U rostlin byl podobny mechanismus popsan ve studii Durnera a
kolektivu z roku 1998. V rostlinach tabaku infikovanych virem tabdkové mozaiky objevili, Ze
aktivace gend podilejicich se na obranné reakci je zptisobena zvySenou syntézou NO v rostlinné
bufice, a to pravé prostiednictvim cADPR-dependentniho zvyseni koncentrace Ca®" iontd
v cytoplasmé. V novgjsi studii (Gould et al., 2003) byl popsan vliv NO na zvy3eni volnych Ca*
iontli v cytosolu indukei hyperosmotického stresu a mikrobialnim elicitorem kryptogeinem u
bunck tabaku.

Z téchto poznatki je ziejmé, Ze signalni draha NO/cGMP ma u rostlin vyznamnou roli.
Avsak nékteré skuteCnosti, jako je mechanismus syntézy ¢cGMP u rostlin zlstavaji zatim
neznamé (Arasimowicz et al., 2007).

Mezi cGMP-independentni drahy u rostlin patii aktivace proteinkinas aktivovanych
mitogenem (MAPK). Tato aktivace zptuisobuje reversibilni fosforylaci enzymti, a tim ovliviiuje
jejich aktivitu. Ke stimulaci MAPK aktivity dochéazi vnéjsi aplikaci NO v listech 4. thaliana a
v listech tabaku. U listh tabdku muaze dojit ke stimulaci také peroxidem vodiku a kyselinou
salicylovou. Aplikace kyseliny jasmonové a ethylenu nezpiisobila stimulaci MAPK (Klessig et
al., 2000).

Signalni drahy NO a drahy rostlinnych hormonti spolu tzce souviseji. Ukazuje se, Ze
NO spolu s dalsimi RNS nebo ROS zprosttfedkovava ucinky rostlinnych hormont v buiikach na
molekularni urovni. Plsobeni NO a nékterych fytohormoni mize byt synergické, ale i
antagonické. Prikladem synergického ptisobeni je indukce NO v kofenech okurky pfi aplikaci
kyseliny indoloctové (IAA) (Pacoda et al., 2004), dale také kyselina abscisova (ABA) spole¢né

s NO produkovanym nitratreduktasou vyvolava uzavieni stomat u A. thaliana (Desikan et al.,
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2002). Antagonismus byl pozorovan mezi NO a ethylenem béhem dozravani a senescence

rostlinnych pletiv (Leshem et al., 1998).

1.1.5. Biologické ucinky NO

U zivocisnych systémi NO stimuluje aktivitu solubilni guanylatcyklasy, a tim dochazi
k regulaci syntézy cGMP, ktery vyvolava prostiednictvim ¢cGMP-dependentni proteinkinasy
vazodilataci. V imunitnim systému ma vyznam jako agens produkované pii nespecifické
imunitni odpovédi, napf. pfi obrané organismu proti nékterym virtm, bakteriim a nadortm.
Dale také NO zasahuje do procesu fagocytozy a zanétu. V kardiovaskularnim systému se podili
na udrzovani tonu cév a krevniho tlaku. M4 inhibi¢ni uc¢inek na adhesi i agregaci trombocyti.
NO tlumi aktivaci leukocyti a plisobi antiproliferacné. V centralnim nervovém systému ma
funkci jako bunécny posel. Je dulezity pfi morfogenezi mozku, regulaci tvorby synapsi,
vybojové aktivité¢ neuronti a vydeji neurotransmiterd. K 1é¢bé akutnich i subakutnich plicnich
hypertenznich stavll je suspéchem vyuzivana inhalace NO jako selektivniho plicniho
vazodilatancia (Kupkova & Benes, 2004).

U rostlinnych systémil hraje roli zejména pfi jejich ristu a vyvoji, kliceni semen,
regulaci rustu pylové lacky, pohybu priduchii, senescenci a pii obrannych mechanismech u
biotického i abiotického stresu (Lee et al. 2008, Corpas et al. 2008). U biotického stresu, napf.
napadeni patogenem, se NO podili na programované bunécné smrti, hypersenzitivni reakci a
systémové odezveé. U abiotického stresu jako je poranéni, salinita, vysoka teplota, sucho nebo
tézké kovy dochazi k indukci nitrosa¢niho stresu a ke zvySené produkci RNS. Dale NO
stimuluje germinaci semen a deetiolaci (Beligni et al., 2001). Naopak jeho inhibi¢ni efekt byl
pozorovan u elongace hypokotylu (Beligni et al., 2000). NO ma také nékolik dualezitych funkci
v bunéénych organelach. V chloroplastech se podili na biosyntéze chlorofylu a fotofosforylaci,
v mitochondriich reguluje cytochrom c¢ oxidasu. Ddle v peroxisomech reguluje katalasu a

askorbatperoxidasu, v cytosolu reguluje akonitasu (Piterkova et al., 2008).

1.2. Nitrace proteini

Nitrace patii mezi posttransla¢ni kovalentni modifikace proteinti. Spociva v navazani —
NO,; skupiny zejména na aminokyseliny tyrosin (Y), tryptofan (W), cystein (C) a methionin (M)
(Corpas et al., 2009). Mezi nejvyznamngéjsi nitra¢ni ¢inidla in vivo patfi oxid dusnaty (NO-),
oxid dusicity (NO;-), peroxynitrit (ONOO"), kyselina dusitd (HNO,) a nitrylchlorid (NO,Cl).
Existuje ne€kolik mechanismil vzniku nitra¢nich ¢inidel. Nejpravdépodobnéjsim mechanismem
je vznik vysoce reaktivniho NO, reakci peroxynitritu s hemovou peroxidasou. Dale mohou

nitra¢ni Cinidla vznikat rozkladem dusitanti hemoproteiny s pseudoperoxidasovou aktivitou,
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jinou moznosti je také piima reakce radikalu NO-s tyrosylovymi radikaly. Tyrosylové radikaly
vznikaji jednoelektronovou redukci tyrosinu jako intermediaty metabolickych drah. Na tvorbu
nitra¢nich ¢inidel ma vyznamny vliv soucasn¢ probihajici tvorba NO a superoxidu (O,)
v blizkych bunéénych oddilech. Peroxynitrit vznika reakci radikalu oxidu dusnatého (NO-) se
superoxidovym aninoradikalem (O, °), také reakci nitrosylového aniontu (NO") s molekularnim
kyslikem (O,) nebo redukei nitrosyldioxylového radikalu (ONOO-) se superoxidem (Hnizdova
et al., 2009).

Nitrace proteinil je selektivni modifikace. Selektivita je vztazena na nitraci nékterych
proteini a na modifikaci ur€itych tyrosinovych residui. Byly popsany 3 hlavni faktory
ovlivilujici selektivitu nitrace: blizkost proteind k mistu tvorby nitracnich ¢inidel, mnoZstvi
proteinu a tyrosinovych residui, primarni sekvence v okoli tyrosinu (Ischiropoulos, 2003).
Degradace nitrovanych proteinti probiha vétSinou proteolyticky. DalSim zptsobem degradace
muze byt denitrace, kterd spociva v katalyze enzymem denitrasou, avSak reakéni mechanismus
tohoto enzymu je zatim neznamy. Jinou moZnosti je redukce nitroskupiny na aminoskupinu —
NH,, coz je napiiklad u nitrotyrosinu pfeména na aminotyrosin.

Nitrace tyrosinu probihd vétSinou radikdlovym mechanismem. Vazbou —NO, skupiny
do polohy ortho aromatického kruhu tyrosinového residua se zmeéni konformace
modifikovaného proteinu, a tim dojde k ovlivnéni biologické aktivity proteinu i k zabranéni
fosforylace tyrosinu. Znemoznéni fosforylace tyrosinu ovlivni rychlost pfenosu informace u
mnoha signalnich drah zaloZenych na regulaci enzymové aktivity reversibilni fosforylaci
(Hnizdova et. al., 2009).

Nitrovany tyrosin ma velky vyznam u rostlinnych i Zivoc€isnych systémi. U rostlin plni
funkci markeru pii nitrosacnim stresu. Predmétem vyzkumu vSak nadale zlstava role
nitrované¢ho tyrosinu v signalnich a regula¢nich mechanismech. U ZivoCichli méd nitrovany
tyrosin také zna¢ny vyznam pii nitrosa¢nim stresu, ale i pii patologickych stavech napt. pii

kardiovaskularnich, neurodegenerativnich a zanétlivych onemocnéni (Corpas et al., 2009).

1.3. S-nitrosylace proteini

S-nitrosylace patii mezi posttranslacni modifikace proteinovych residui (Martinez et al.,
2004). Byva také n€kdy oznacovana jako "nova fosforylace", ackoliv se jedna o reakci
probihajici bez enzymové katalyzy. S-nitrosylace je stejn€ jako fosforylace reversibilni a mistné
specificka. Dochazi ke konforma¢nim zménam, coz ovlivni i funkci proteinu (Lee et al., 2008).
Pfi S-nitrosylaci se -NO skupina kovalentné¢ vaze na —SH skupinu cysteinu v proteinu

(Hoffmann et al., 2003).
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1.3.1. Mechanismus S-nitrosylace

Mechanismus byl poprvé popsan ve studii zroku 1992 (Stamler et al., 1992) u S-
nitrosoalbuminu, ktery slouzi jako hlavni transportni forma NO v krvi. Od té doby je S-
nitrosylace intenzivnéji studovana a podafilo se ozfejmit nékolik jejich mechanisml. Dosud
vSak neni pfili§ znamo, ktery z publikovanych mechanismu pievlada in vivo.

Obecné je v biologickych systémech pii S-nitrosylaci nutna pfitomnost akceptoru
elektronti (Gaston et al., 2003). Predpoklada se, ze timto akceptorech elektrond je kyslik, jak

vidime na sledu naledujicich reaket :

(a)2NO + O, — 2 NO,
(b) NO,+ NO — N,0;=("ON---NO,)
(c) "ON---NO, + RSH — RSNO + HNO, ( kde R je nitrosylovany substrat)

Limitni je reakce (a), probihajici relativné pomalu na zaklad¢ fyziologickych podminek.
Anorganické elektronové donory, napt. NAD', mohou usnadnit vznik RSNO (Gow et al., 1997),
a je také dokazano, ze vazba Zelezo-nitrosyl miize urychlit tvorbu RSNO in vivo.

Byly popsany 3 samostatné drahy, kterymi mohou byt S-nitrosothioly produkovany.
Tyto drahy jsou popsany schematicky na Obr. 1.

RS~
NOy——* NO* ¥> RSNO
A
Redukovany kov
Oxidant -

NO+—Me  Me..NO  » MeT..NOT
c

RSH-| }‘ M

RSNO

\j
RSNOH RSNO
Akceptor e+H"

Obr. 1 Produkce S-nitrosothiolt. Prvni draha je reakce NO s oxidanty, kterymi miZze byt
molekularmi kyslik nebo superoxid. NO je oxidovan pies intermediaty vyssich oxidd dusiku
napft. oxid dusicity, oxid dusity a peroxynitrit. Reakénim meziproduktem je radikal, ktery pak
dale reaguje sthiolatovym aniontem za vzniku pfislusného S-nitrosothiolu. Jinym
mechanismem je piima reakce s thioly za tvorby radikalového intermediatu RSNOH. Donor
nitrosylu (NO") miiZe reagovat s volnym thiolem nebo miiZe probihat transnitrosyla¢ni reakce

mezi S-nitrosothiolem a aminokyselinou, peptidem a nebo proteinem s volnou thiolovou
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skupinou (Akhter et al., 2003). Dalsim mechanismem je reakce s kovy (napt. meéd’, Zelezo),
které pasobi jako katalyzatory nebo vedou k tvorbé nitrosoniovych kationtll (upraveno

podle Gow et. al., 2004).

1.3.2. S-nitrosylace a apoptosa

Apoptosa je velmi komplexni dé&j zahrnujici n€kolik metabolickych drah a velkou
skupinu signalnich transdukénich proteinti, které spoleéné vedou k fizené programované
bunééné smrti. Centralni tlohu v apoptose vykonavaji kaspasy, rodina vysoce specifickych
proteas s cysteinem v aktivnim misté, St€pici v misté karboxylové skupiny kyseliny asparagové
(odtud anglicky nazev caspase, cysteinyl aspartate specific protease). VSechny kaspasy se
syntetizuji jako neaktivni prekursory, které jsou lokalizovany v cytoplasmé bunck a
vyslednym a kone¢nym fyziologickym, ale i patologickym stimulem, pfi kterém dochdzi k

poskozeni bunéénych membran, funkce mitochondrii a jinych organel, a také DNA. Kaspasy,

.....

......

kaspasa 10. Efektorové kaspasy jsou koncovou ¢asti aktivaéni kaskady, provadéji aktivaci
samotného procesu apoptosy. K efektorovym kaspasam patii kaspasa 3, kaspasa 6, kaspasa 7
(Lamkantfi et al., 2007).

Intracelularni hladina NO reguluje apoptosu. NO muze bunku chranit pfed apoptosou,
za jinych podminek mtiZe naopak iniciovat buné¢nou smrt. O v§em rozhoduje koncentrace NO,
typ bun€k a soucasné pusobeni dalSich faktord. Mechanismem pro-apoptotického ucinku je
vazba NO na mitochondrii, dochdzi ke vzniku poért v jeji membrané nebo zvySeni jeji
propustnosti, ¢imz dochazi k vyplaveni riznych latek do cytosolu. Pokud dojde v buiice napf.
k poskozeni DNA, aktivuje se gen p53, dochdzi k inhibici proteasomu a/nebo k uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii. Jednim z mechanismi anti-apoptotického ucinku je S-nitrosylace
kritického cysteinového residua, které se nachazi v aktivnim misté u vSech isoforem kaspas. /n
vitro experimenty prokazaly, Zze podmnozina zymogent kaspasy-3 je inhibovana S-nitrosylaci
cysteinu v katalytickém misté. V mitochondriich bylo S-nitrosylovano 85 % zymogent,
v cytoplasmé jen 17 %, i piesto, Ze jsou v cytoplasmé ve vyssi koncentraci (Kim et al., 1997).
Vys§i S-nitrosylace v mitochondriich mize byt zplisobena transnitrosacnimi reakcemi z
odliSnych  S-nitrosothioll, napf. S-nitrosoglutathionu, difusi NO produkovaného
cytoplazmatickou NOS nebo pfitomnosti isoformy mitochondridlni NOS (mtNOS) (Giulivi &
Cadenas, 1998). V dalsi studii (Mannick et al., 2001) bylo objeveno, Ze pokud je kaspasa-9
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S-nitrosylovana pouze na jednom cysteinovém residuu, je v mitochondriich S-nitrosylovano 68
% zymogeni, v cytoplasmé 11 % zymogenii. Mitochondrialni subpopulace obou kaspasovych

3-a9- zymogent je tedy primarnim zdrojem S-nitrosylace v buiikach.
2. S-nitrosothioly

S-nitrosothioly (RSNOs) jsou endogenni metabolity NO, které byly detekovany
v intracelularnim 1 extracelularnim prostoru. Slouzi pfedevsim jako zasobni nebo transportni
formy NO in vivo. Pti jejich rychlém rozkladu se uvolnuje velké mnozstvi NO (Hogg, 2000).

Aby nedoslo k jejich neenzymové degradaci vlivem reduk¢niho prostiedi v cytosolu,
jsou RSNOs ulozeny a chranény v bunéénych membranach, ve formé vacki, v mezibunéénych

prostorech a také v mezerach mezi lipofilnimi proteiny (Gaston et al., 2003).
2.1. Stabilita S-nitrosothiolt

Stabilita vazby S-NO je velmi nizkd, je silné¢ polarizovana a neni stericky branéna.
Vyss8i stabilita byla prokazana v pritomnosti chelata¢niho ¢inidla DTPA. Bez pfitomnosti
chelata¢niho ¢inidla klesala stabilita RSNOs v fad¢ :
GSNO > SNAP > S-nitrosohomocystein > S-nitrosocystein (Singh et al., 1996).

Na svétle podléhaji RSNOs fotochemickému rozkladu, kdy vznikaji radikaly NO-a RS- (Noble
& Williams, 2000):
hv
RSNO — NO- + RS-

Vazba S-NO snadno podléhd rozpadu, ktery muaze probihat bud® homolyticky nebo
heterolyticky. Heterolyticky rozpad vazby S-NO nema fyziologicky vyznam, poskytuje jako
reakéni produkt NO™ nebo NO". Homolytické §tépeni vazby S-NO miize probihat dvéma

cestami, jak je uvedeno na Obr. 2.
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Obr. 2 Mechanismus homolytického §tépeni vazby S-NO. Cesta (a) predstavuje bimolekularni
reakci dvou radikali RS- a odstépéni NO. Oba RS jsou piitomny pouze v extrémné nizkych
koncentracich, proto je tento mechanismus méné pravdépodobny. Cesta (b) popisuje Stépeni
RSNO za vzniku RS-, ktery reaguje s dalsi molekulou RSNO za vzniku disulfidu. Reakce
predstavuje mechanismus Sy’ , nedochazi zde ke sterickému branéni a lze jej povazovat za

v

nejpravdépodobnéjsi in vitro (upraveno podle Stamler & Toone, 2002).

2.2. Reaktivita RSNOs v biologickych systémech

Popis biologické reaktivity RSNOs je zaméfen zejména na transnitrosacni reakce, S-

thiolaci a produkci NO. Uvedeny Obr. 3 schematicky znazornuje reaktivitu RSNOs.

RS+ NO-
Ptimé efekty A R'SNO + RSH
hv R’'SH
RSNO
R'SH
Cu’ ,
Cu®
RSH+NOQO- A R'SSR +NO -
RSSR +NO

Obr. 3 Reaktivita S-nitrosothiold (upraveno podle Hogg, 2000).

Produkce NO spoéiva v reakci RSNOs s ionty médi. Volné Cu®" ionty jsou p¥itomny v tkanich
pouze v nizkych koncentracich. Jejich vyznam tkvi vtom, Ze jejich redukci thiolatovym
aniontem (RS) vznika Cu” iont. Jinou moZnou cestou vzniku Cu’ iontu je tvorba z Cu®" iontd
navazanych na proteiny nebo peptidy, coZ by mohlo mit vyznam v katabolismu RSNOs in vivo .
Pravé Cu' iont zprostiedkovava rozklad S-nitrosothiold na thiolatovy aniont jak vidime

v uvedenych rovnicich:
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2RS +2Cu*"— RSSR +2 Cu’
Cu"+ RSNO — Cu®"+ RS + NO-

Transnitrosacni reakce Ize definovat jako pfenos nitroso- funkéni skupiny z RSNO na thiolovou

skupinu. Dochazi k nukleofilnimu ataku thiolatového aniontu na dusik S-nitrosothiolu:

RSNO + R'SH «» RSH + R’SNO

Reakce je reversibilni a obecné plati, Ze rovnovazna konstanta pro transnitrosacni reakce mezi
nizkomolekuldrnimi latkami se blizi jedné. Transnitrosacni reakce predstavuji potencialni
mechanismus pro modifikaci enzymové aktivity. V mnoha publikacich bylo prokazano, ze
transnitrosace thiolovych skupin purifikovanych proteini vede k inaktivaci/aktivaci enzymové
aktivity (Hogg, 2000).

S-thiolace proteind byla dlouho povazovana za intracelularni odpovéd’ na oxidativni
stres. Intenzivni studie prokazaly, ze inkubace enzymt s RSNO vede k S-nitrosaci a S-thiolaci.
Také expozice bun¢k s oxidy dusiku vedla k rozsahlé intracelularni S-thiolaci. Obecné plati, ze
S-thiolace je vice stabilni modifikace nez S-nitrosylace. S-thiolacni reakce ma rovnéz za

nasledek tvorbu nitroxylového aniontu:

RSNO +R’S” «» RSSR + NO

Zatim nedoSlo k objasnéni reakci in vivo, ale mozné cesty by mohly byt:
disproporcionace na oxid dusny, reakce s kyslikem za vzniku peroxynitritu , reakce s thioly za
vzniku hydroxylaminu. Krom¢ S-thiolace, transnitrosace a produkce NO se nabizi moznost, Ze
RSNOs mohou mit také piimé efekty. S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP) miize ptimo
stimulovat guanylylcyklasu. GSNO muze pusobit jako substrat nebo inhibitor pro nékolik
enzymu, které vyuzivaji GSH, jako je y-glutamyltranspeptidasa a glutathionperoxidasa. v-
glutamyltranspeptidasy rozkladaji GSNO na glutamat a S-nitrosocysteinylglycin (CGSNO).
Bylo také prokazano, ze kombinaci GSH, superoxiddismutasy a peroxidu vodiku, lze

katalyzovat rozklad GSNO za tvorby oxidu dusnatého (Hogg, 2000).

2.3. Katabolismus S-nitrosothiola

Na katabolismu S-nitrosothiolti in vitro se podili fada enzymovych systémt, jsou to

xanthin/xanthinoxidasa (X/XO0), thioredoxin/thioredoxinreduktasa (T/TR), Y
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glutamyltranspeptidasa (y GT), glutathionperoxidasa, Cu/Zn superoxiddismutasa (Cu/Zn SOD)
a glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (GDFDH), téz GSNO reduktasa
(GSNOR) a ADH3 (Gaston et al., 2003).

Diky aktivit¢ GSNO reduktasy mize mit ADH3 vliv na rovnovahu mezi GSNO a
S-nitrosylaci proteinu u zivoc¢isnych i rostlinnych systémi. GSNO reduktasa ptsobi jako obrana
vici nitrosaénimu stresu. Podrobnéjsimu popisu GSNO reduktasy je vénovana celd kapitola 3 a
4.

T/TR systém a jeho vliv na katabolismus RSNOs byl zkouman pouze u Zzivoc¢iSnych
systému v cytosolu endotelidlnich bunék. Piedpoklada se, Ze je thioredoxin S-nitrosylovan na
Cys69, protoze redox-aktivni cysteiny Cys32 a Cys35 nejsou S-nitrosylovany. S-nitrosylovany
thioredoxin muize byt redukovan thioredoxinreduktasou. Vyznam T/TR spocivd v ochrané
intracelularniho prostfedi pied nitrosaénim stresem. Mechanismus tohoto systému pii regulaci
hladiny RSNOs zatim ziistava nezndmy (Haendeler et al., 2002).

U zivocicht jsou GSNO a ostatni S-nitrosothioly neuroprotektivni ve fyziologickych
koncentracich. Bylo prokazano, ze Cu/Zn SOD mutace spojené s familiarni amyotrofickou
lateralni skler6zou mohou vést ke zrychlenému katabolismu GSNO, coz naznacuje, ze Cu/Zn
SOD ma vyznamnou fyziologickou ulohu pii katabolismu nizkomolekularnich RSNOs v
centralni nervové soustaveé (Johnson et al., 2001).

v GT katalyzuje rozklad GSNO na glutamat a S-nitrosocysteinylglycin (CGSNO)
v plasmatické membrané rostlinnych i zivocisnych bunék. Na rozdil od GSNO, CGSNO
prochazi snadno pres bunééné membrany (Gaston et al., 2003).

Ptes tyto poznatky je tfeba zdlraznit, Ze zatim nebyla vysvétlena specificnost v regulaci
katabolismu RSNOs. Doposud popsané cesty zahrnovaly piedev§im transnitrosace

nizkomolekularnich S-nitrosothiold a nasledné pak jejich katabolismus.

2.4. Biologicka aktivita a klinické aspekty S-nitrosothioli

U rostlinnych systémt maji RSNOs vyznam pfi fyziologickych koncentracich jako
ochrana bun¢k proti oxida¢nimu nebo nitrosacnimu stresu. Dale bylo objeveno, ze pii napadeni
rostliny patogenem dochdzi ke zvySeni hladiny RSNOs. V kompatibilni interakci mezi A.
thaliana a Pseudomonas syringae DC300 byl zvysen obsah celkovych RSNOs po infekci.
Kromeé toho bylo prokazano, ze ke zvyseni hladiny RSNOs doslo v pfipad¢, kdy nebyla zvysena
produkce NO. RSNOs tedy mohou mit riizné funk¢ni role pfi vzniku rezistence vici chorobam
(Feechen et al., 2005).

V zivoc¢i$nych systémech jsou S-nitrosothioly biologicky aktivni jako vasodilatatory a

maji protisrazlivy t¢inek. Ob¢ tyto funkce jsou pripisovany uvoliiovani oxidu dusnatého.
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S-nitrosothioly maji rovnéz ochrannou funkci proti bunécné toxicité spojené s oxidativnim
stresem (Hogg et al., 2000). Mechanismem je uvoliiovani NO, kdy interakci radikal-radikal
dochazi k terminaci volnych radikalt. Tento proces byl nejlépe charakterizovan u oxidace
polynenasycenych mastnych kyselin v buitkach krysiho sttevniho epitelu, kde bylo prokazano,
ze GSNO i SNAP maji ochrannou funkci (Chamulitrat, 1998). SNAP a GSNO maji dale
vyznam pii zvySovani propustnosti plicniho epitelu reakci s oxidanty a také chrani bunky
endotelu pred toxickymi ucinky oxidovanych lipoproteinti s nizkou hustotou.

Existuje mnoho potencialnich klinickych vyuziti S-nitrosothiolti, ale mnohé z nich jesté
nebyly plné otestovany. Nejvice nadéjna je klinicka role S-nitrosothiolti jako antiagregac¢nich
¢inidel. Je znamo, Zze NO mize inhibovat agregaci trombocyti GC-dependentnim
mechanismem. U GSNO bylo prokazano, ze muze inhibovat agregaci krevnich desti¢ek u

¢loveéka bez vlivu na cévni tonus (Hogg, 2000).
2.5. S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathion (GSNO) je nejrozsifenéjSim S-nitrosothiolem. Jedna se o
nizkomolekularni derivat glutathionu, sumarni vzorec je C;oHisN,O-S a systematicky nazev 2S-
2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-ylJamino]-5-

oxopentanova kyselina. Na Obr. 4 je znazornén strukturni vzorec GSNO.
N=0O
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Obr. 4 Strukturni vzorec GSNO (zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/File:GSNO.PNGe Staab et
al., 2009 20.3.2011).

GSNO je relativné stabilni sloucenina ve vodnych roztocich, ve tmé a v pritomnosti
chelatacnich cCinidel. Slouzi jako vyznamny zdroj NO in vivo. GSNO patii mezi
nizkomolekuldrni S-nitrosothioly, které jsou podstatné pro udrzovani hladiny RSNOs
v buiikach. Poruchy regulace spotifeby a produkce nizkomolekuldrnich RSNOs potvrzuji
klicovou ulohu NO v regulaci funkce proteinti. Nizkomolekularni RSNOs maji vyznamnou roli
v transdukei signalu (Liu et al., 2004). Fyziologicky vyznam drahy RSNOs a jejich regulaci
odhalily studie riznych onemocnéni, jako je septicky Sok, bronchialni astma, infarkt myokardu

a karcinom jater (Matsumoto & Gow, 2011).
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Empiricky byla ovéfena nestejnomérna distribuce GSNO v tkanich. Naptiklad
extracelularni koncentrace GSNO v mozkové tkani je asi 6 az 8 uM; nicméng¢ je témet nemozné
detekovat GSNO v extraktech z cytosolu normalni tkané€. Bylo prokazano, Ze jednim z hlavnich
faktori regulace celkového mnozstvi GSNO je aktivita GSNO reduktasy. Pritomnost
cytosolarniho enzymu GSNOR, zprostfedkovavajiciho katabolismus GSNO a skutecnost, ze
GSNO neprochazi volné pfes cytoplasmatickou membranu, pfispivaji k heterogenni distribuci

GSNO v bunkach (Carver et al., 2005).

2.6. Nitrosaéni stres

Nitrosacni stres je indukovan patofyziologickymi hladinami NO a RSNOs. Nicméné
mechanismus, kterym NO a napt. GSNO zprosttedkovavaji nitrosacni stres je zatim neznamy.

V eukaryotnim modelu kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo zjisténo, Ze
flavohemoglobin (FHb, kodovany genem yhbl) a GSNO reduktasa, maji schopnost ucinné
metabolizovat NO a GSNO. Delece FHb zvysila citlivost kvasinek vii¢i NO a koinciduje se
zvySenou S-nitrosylaci proteinti. U lidskych patogent Cryptococcus neoformans a Salmonella
typhimurium bylo dokazano, ze FHb mutanti maji oslabenou virulenci u infikovaného mysiho
modelu. Virulence je obnovena u mysi, které nemaji inducibilni NOS-synthasy (iNOS). Delece
FHb i GSNOR dale snizuje virulenci u C. neoformans. Podobné vysledky piinesla i studie
delece GSNOR u Streptococcus pneumoniae. U kvasinek bylo prokazano, ze delece GSNOR
vede ke zvySeni citlivosti vii€i nitrosa¢nimu stresu vyvolaného exogennim plsobenim GSNO. U
my$i je eliminace GSNOR spojena snartustem hladiny S-nitrosylovanych proteint za
extrémnich podminek iNOS exprese, napf. bakterialni infekce, sepse, spojenych s poranénim
tkani a smrti. Tyto studie ale nefesi spolecnou roli FHb a GSNOR v fizeni rovnovahy NO a
GSNO v buiikach. Nedavno publikovana studie (Foster et al., 2009) vyuzila delece FHb a/nebo
GSNOR v kombinaci s podavanim relativn¢ nizkych hladin NO nebo RSNOs, aby doslo
k objasnéni vztahu mezi pomérem NO a pomérem nizkomolekularnich S-nitrosylovanych
proteint a také k objasnéni redoxnich pozadavki (O,, glutathion, pfechodné kovy) regulujicich
fyziologickou S-nitrosylaci proteinti. Vysledky naznacuji, ze intracelularni rovnovaha mezi NO
a GSNO zcasti zavisi na buiikou katalyzovaném uvoliiovani NO z GSNO (tzv. aktivita "SNO-
lyasy"). Na Obr. 5 je uvedeno schéma mechanismu homeostazy (S)NO v buiice a nitrosylace
proteinti pod vlivem nitrosacniho stresu in situ. Nicmén¢ vzhledem k tomu, Zze NO indukuje
ruzné typy proteinovych modifikaci, jejichZ hladiny koreluji s inhibici bunééného ristu, GSNO
piedevs§im ovliviiuje S-nitrosylaci, vztah mezi S-nitrosylaci a nitrosa¢nim stresem je pomérné

komplikovany.
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Obr. 5 Schéma mechanismii (S)NO homeostazy v bunice se zduraznénim rozdilnych cest
nitrosylace a denitrosylace. GSNO se podili na transnitrosylaci proteinovych thiold (za tvorby
komplexu protein-SNO), ale nedochazi k tvorbé komplexu kov-NO (M-NO) nebo dalSich
produktd s vazbou nukleofil-NO. Naopak NO reaguje za tvorby protein-SNO a protein-XNO
(neobsahuje thiolovou skupinu, mize byt navazan piechodny kov M-NO). Aktivita SNO-lyasy
spociva ve tvorbé GSNO z NO a naopak, homolytické nebo reduktivni St€peni GSNO vede
k produkci NO. I kdyz S-nitrosylace formaln¢ vyzaduje akceptor elektrontt (EA), bylo
experimentalné dokazano, Ze to neni potfebné. Vysledky této studie vedou k zavérim, které
naznacuji existenci dvou tfid RSNOs. Prvni tfida RSNOs je v rovnovaze s GSNO a podléha
regulaci ze strany GSNO reduktasy (GSNOR). Druha tfida RSNOs je nereaktivni s bunéénymi
GSH/GSNO a je tedy neovlivnéna metabolismem GSNO. Nedavné studie také naznacuji, Ze
denitrosylasy, specificky thioredoxin (Trx), mohou pfednostné fungovat u druhé ttidy RSNOs.
U jednoduchych eukaryot, flavohemoglobin (FHb) metabolizuje oxid dusnaty (NO) anaerobn¢
na oxid dusny (N,O) a aerobn¢ na nitrat (NO;") (upraveno podle Foster et al., 2009).

3. Charakterizace S-nitrosoglutathionreduktasy

3.1. Klasifikace

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je znama také pod ndzvem NAD'-dependentni
formaldehyddehydrogenasa nebo také alkoholdehydrogenasa tiidy III (ADH3, x-ADH).
Systematicky nazev je S-(hydroxymethyl)glutathion : NAD" oxidoreduktasa. V literatufe se
dale setkame s oznacenim glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (GD-FALDH).
V pavodni klasifikaci byla GSNOR oznacéena jako EC 1.2.1.1. V roce 2005 byla tato klasifikace
zménéna a nahrazena dvéma enzymy:

EC 1.1.1.284 S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa
EC 4.4.1.22 S-(hydroxymethyl)glutathionsynthasa
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3.2. Struktura

Vsechny alkoholdehydrogenasy, tedy i ADH3, maji dimerni strukturu s dvéma
navazanymi atomy zinku. Kazdy monomer se sklada z velké katalytické domény a z mensi
domény, kterd vaze koenzym. Oba zineCnaté ionty jsou vazany v katalytické doméné, avSak
v katalyze je zapojen pouze jeden; druhy ma strukturni funkci (Engeland et al., 1993).

V lidské ADH3 je katalyticky zinek vazan na His69, Cys177 a Cys47. Dale pak na
Glu70 nebo hydroxid, v zavislosti na specifickém komplexu. U ADHI1 je katalyticky zinek
vazan na vodu (nebo hydroxid), His67, Cys174 a Cys46. Residuum Glu70 je ve stejné pozici
jako u ADH3, ale nikdy nebyl pozorovan kontakt se zinkem. Zinek, ktery ma pouze strukturni
funkci, je navazan na Ctyti cysteiny u ADH3 1 ADHI1. Dimer drzi pohromad¢ pomoci dvanacti
prvkt pseudokontinudlniho beta-listu, ktery tvoii vétSinu vazebné domény pro koenzym. Kazda
doména, ktera vaze koenzym, obsahuje paralelni prvky beta-listu, které lezi anti-paralelné vaci
sobé. Okraje téchto listh tvofi dimerni rozhrani. Je zde jedno aktivni misto na monomeru
vytvorené ve §térbiné mezi katalytickou doménou a doménou vazajici koenzym. Na Obr. 6 je
znazornéna struktura lidské ADH3. Uloha specifickych residui v aktivnim misté, které vaze
fyziologicky dulezité substraty, a strukturni zmény béhem katalytického cyklu glutathion-
dependentni formaldehyddehydrogenasy byly zkoumdny na zaklad¢ krystalové struktury
ternarniho komplexu s S-(hydroxymethyl)glutathionem (HMGSH) a NADH v rozliseni 16 A.
Ternarni komplex je vytvoifen pohybem katalytické domény k doméné, kterd vaze koenzym.
Jednd se o prvni pozorovani v oblasti uzavirani domény glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasy v reakci na vazbu substratu. Molekula vody piilehla k 2 -hydroxylu
ribosy naznacuje, Ze proton alkoholu je pfenasen do rozpoustédla pfimo z koenzymu a ne pies
¢innost terminalniho histidinového residua, jak je tomu v systému pienosu protonu u ADH1.
S-(hydroxymethyl)glutathion je pfimo koordinovany na aktivni misto zinku a tvofi interakce
s vysoce konzervovanymi residui Argll14, Asp55, GluS7 a Thr46. Aktivni misto zinku ma
tetrahedralni koordinaci obklopenou Cys44, His66, and Cys173 s funkci proteinovych liganda
vedle S-(hydroxymethyl)glutathionu. To je v kontrastu se zinkem v binarnim komplexu
s koenzymem, kde vSechny ligandy nélezi enzymu a zahrnuji ¢tvrty ligand Glu67. Této zmény
v koordinaci zinku je dosaZeno piiblizng 2,3 A pohybu katalytického zinku (Sanghani et al.,
2002).
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Obr. 6 Ternarni komplex lidské GSNOR s S-(hydroxymethyl)glutahionem a NADH (zdroj :
http://pfam.sanger.ac.uk/structure/1me5 20.3.2011).

3.3. Vlastnosti GSNOR

3.3.1. Sekvence GSNOR

V praci Lee et al., 2008 byly porovnany sekvence lidské GSNOR se sekvencemi
GSNOR z Oryza sativa, Zea mays, A. thaliana a E. coli. V programu ClustalW2 byly tyto
sekvence znovu porovnany a byla pfidana sekvence GSNOR ze Solanum lycopersicum cv.

Amateur, viz. Obr. 7.

3.3.2. Molekulova hmotnost a isoelektricky bod

Metodou Western blot byla stanovena molekulova hmotnost 44,6 kDa u purifikovaného
enzymu GSNOR izolovaného z A. thaliana. Metodou isoelektrické fokusace v pH gradientu
3-9 byly stanoveny isoelektrické body dvou vizualizovanych bandt: 5,3 a 5,6 (Martinez et al.,
1996).

V novéjsi studii (Achkor et al., 2003) byla stanovena molekulova hmotnost GSNOR
pomoci SDS-PAGE. Po separaci enzymu z A. thaliana byl gel obarven stfibrem a byla zji§téna
molekulova hmotnost GSNOR 45 kDa.
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Obr. 7 Porovnani aminokyselinovych sekvenci GSNOR z O. sativa (BAD21999), Z. mays
(CAAT1913), S. lycopersicum cv. Amateur (GU296438.1), 4. thaliana (AAB06322), H. sapiens
(NP_000662) a E. coli (NP_414890) (upraveno podle Lee et al., 2008 v programu ClustalW2 ).

nn

Vysvétlivky : "*"  identickd sekvence, ":" konzervovana substituce, semi-konzervovana

substituce. Jednopismenné zkratky aminokyselin : ¢ervené — hydrofobni, aromatické¢ AMK,
kromé tyrosinu; modie — kyselé AMK; fialové —  bazické AMK; zelen¢ — AMK

s hydroxylovou, amino- a amido- skupinou; Sed¢ — ostatni AMK.
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3.3.3. Kinetické parametry

Pro studium kinetickych vlastnosti byla pouzita GSNOR (z A. thaliana) purifikovana
jako rekombinantni enzym z kvasinek. Stanovena hodnota K;,byla 7 uM pro
S-hydroxymethylglutathion. Hodnota katalytické konstanty k., vypoctené pro dimer s M, =
90000, byla stanovena jako 1,35 min™'. Katalytickd G&innost (k../K,,) byla 193000 mM'min™ .
Hodnota pro katalytickou G¢innost je srovnatelna u hrachu a ostatnich eukaryot (Shafqat et al.,
1996; Fernandez et al., 1997). Enzym vykazoval vysokou aktivitu pii pH 10 vi¢i rostlinnym
alkoholtiim jako je geraniol a farnesol. Za fyziologickych podminek (pH 7,5) byla vyznamna
pouze aktivita u farnesolu, a to s k../K,,780 mM 'min” . Dalgimi substraty mohou byt alkoholy
se sttedn¢ dlouhym fetézcem a také w-hydroxy mastné kyseliny, napi. cinnamylalkohol,
kyselina 12-hydroxydodekanova, oktanol, které ale vykazuji mnohem nizs§i katalytickou
G¢innost. Kofaktorem je NAD" (Achkor et al., 2003).

Tab. 3 shrnuje kinetické parametry GSNOR u vybranych modelovych organismtl.
Katalytickd konstanta byla vypoctena pro dimer s M, = 80000. Hodnoty pro Branchiostoma
floridae byly prevzaty z Godoy et al., 2006; Branchiostoma lanceolatum, Drosophila a Clovek
z Canestro et al., 2000; krysa z Jensen et al., 1998; ¢loveék z Hedberg et al., 2003; ¢lovek a
S. cerevisiae z Fernandéz et al., 2003. U B. floridae a S. cerevisiae jsou uvedeny hodnoty
z rekombinantné exprimovanych enzymu izolovanych z E. coli.

Je znamo, Ze kyselina dodekanova, 4-pentylpyrazol a 1,10-fenantrolin jsou inhibitory
GSNOR-zprostiedkované oxidace alkoholt. U 4-pentylpyrazolu a 1,10-fenantrolinu bylo
zjisténo, ze inhibuji dalsi enzymy tfidy ADH. Kyselina dodekanova je specificky inhibitor, u
GSNOR interaguje s Argll4. V nedavné studii byl otestovan vliv rtznych substratovych
analog, v¢etné mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem a derivatd glutathionu, na
inhibici GSNOR-zprostfedkované redukce GSNO (Staab et al., 2009). U vétSiny se jednalo o
nekompetitivni typ inhibice. Podobn¢ jako u Michaelisovy konstanty pro odpovidajici m-mastné
kyseliny, byly inhibi¢ni konstanty v mikromolarnim rozsahu a ukazaly jasnou zavislost na délce
fetézce. Optimalni inhibicni kapacita byla jedenact a dvanact uhlikli. Nejucinnéj$imi inhibitory
byly kyselina dodekanova a dodekandiova, nebyl zde pozorovan zadny vyznamny rozdil
v hodnotach inhibi¢nich konstant. VSechny inhibitory odvozené od glutathionu (kyselina
glutathionsulfonova, S-acetamidoglutathion, glutathiondisulfid) mély inhibi¢ni konstanty
v milimolarnim rozsahu. Substituce sulfthydrylového protonu methylovou skupinou
(S-methylglutathion, MGSH) téméf nezvySila inhibi¢ni uc¢inek. Odstrafiovani skupin
navazanych na aktivnim misté zinku vedlo ke snizeni afinity o tfi fady u ligandii odvozenych od
glutathionu. Aktivni misto zinku jen zbytné pro oxidaci a redukci vSech substrati, protoze

koordinuje prislusny atom kysliku (Staab et al., 2009).
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Tab. 3 Kinetické parametry GSNOR (1 — Godoy et al., 2006; 2 - Canestro et al., 2000;
3 - Jensen et al., 1998; 4 - Hedberg et al., 2003; 5 - Fernandéz et al., 2003) (upraveno podle
Godoy et al., 2006)

B. B. Drosophila Krysa Clovék Clovék  Clovék S.
floridae  lanceolatum cerevisiae
1 2 2 3 2 4 5 5
GSNO K 0,056 - - 0,028 - 0,027 0,027 0,15
(mM)
Kear 10000 - - 2640 - 2400 12000 52600
(min™)
Keat/ K 178800 - - 94300 - 90000 444400 35000
NADH Ku 0,045 - - 0,024 - 0,008 0,03 0,13
(mM)
HMGSH Ku 0,004 0,0044 0,006 - 0,004 0,002 0,0014 0,02
(mM)
Kear 375 680 960 - 200 115 320 3100
(min™)
Keat/Kar 87900 150000 160000 - 50000 58000 229000 155000
NAD" Ku 0,008 0,011 0,13 - 0,009 0,007 0,007 0,045
(mM)
Ku

3.4. ADH3 v bunécné signalizaci

Strukturalni a funkéni aspekty ADH3 poukazuji na zasadni roli tohoto proteinu
v bunééné signalizaci (Foster et al., 2009, Thompson et al., 2009). Vyzkumu vlivu
formaldehydu na S-nitrosothioly a souvisejici signalni drahy se zatim vénovaly pouze tii studie
(Staab et al., 2008, 2009; Cao et al., 2007).

Je dobie znamo, Ze posttranslacni modifikace proteind ovliviiuji jejich funkci. Mezi tyto
modifikace samoziejmée patii fosforylace, palmitoylace apod., ale patfi sem také zmény tykajici
se redoxniho a nitrosa¢niho stavu. S rozdilnou specificitou reguluji NO a GSNO Siroké
spektrum bunéénych proteind a jejich funkce, a to S-nitrosylaci cysteinovych residui proteind
(Obr. 8 (a)). Mezi cile S-nitrosylace patii receptory sprazené s G-proteiny, transkripcni faktory,
metabolické enzymy a dal$i proteiny. Naruseni homeostazy S-nitrosothiolli byva spojeno se
vznikem chorobnych procesti (Thompson et al., 2010).

In vitro studie ukazuji, ze formaldehyd miZze urychlit redukci GSNO (Staab et al.,
2008). Dehydrogenaci formaldehydu dochazi k produkci NADH, ktery je nasledné vyuzit
vreakci s GSNO (Obr. 8 (b)). Tento jev neni pro ADH3 jedine¢ny, také jiné

alkoholdehydrogenasy maji schopnost opétného pouziti kofaktoru. U jedné bunécné linie
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karcinomu bukalni sliznice SqCC/Y lkultivované s formaldehydem bylo prokazano vyrazné
snizeni hladiny S-nitrosothiold (Staab et al., 2008). Spole¢né tyto udaje naznacuji, Ze nadbytek
formaldehydu z endogenniho (napf. metabolismus xenobiotik) nebo i exogenniho zdroje
(z zivotniho prostiedi) mohou zménit homeostazu thioll in vivo.

Ve studii zaméfené na evolu¢ni zachovani metabolické role ADH3 byla prokazana 2x
vy$$1 GSNO reduktasova aktivita u rekombinantni ADH3 z B. floridae. Pivodné se jako hlavni
piedpokladala role formaldehyddehydrogenasy. Dal$im vyznamnym objevem v této studii je
spole¢na lokalizace ADH3 a NOS ve stfevé a v dorsalni oblasti kyjovité Zlazy u B. floridae
(Godoy et al., 2006). Tento poznatek podporuje nazor, ze ADH3 a NOS spole¢né prispivaji
k udrzeni NO/RSNOs homeostazy. U savct je exprese ADH3 vSudypiitomna a v mnoha tkanich
je 1 znacna distribuce a piekryvani isoforem NOS (Ricciardolo et al., 2004); jejich spole¢na
funkce a funkce dalSich proteinti by mohla regulovat homeostazu S-nitrosothiolti (Foster et al.,
2009). Dalsi informace naznacuji, Ze NOS a ADH3 by mohly spolu reagovat pies PDZ1-
zprostiedkovanou interakci (Obr. 8 (c¢)). PDZ-doména je sekvence zhruba 100 aminokyselin
obsazena v riznych proteinech a ma vyznamnou roli v signalni transdukci. PDZ domény jsou
Casto spojeny s dalSimi proteinovymi doménami, jejich kombinace jim umoznuji vykonavat
specifické funkce Zkratka PDZ vznikla kombinaci prvnich pismen tii proteint, u nichz bylo
poprvé objeveno sdileni domény : post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large
tumor suppressor (DIgA) a zonula occludens-1 protein (zo-1). Tyto domény se ucCastni PDZ-
PDZ interakci a také rozpozndvaji kratké (5 aminokyselin) C-termindlni sekvence cilového
proteinu — tzv. ligand (Hoffmiiller et al, 1999). PDZ-domény se mohou vyskytovat v jedné nebo
vice kopiich u cytoplasmatickych proteinti. Neuronalni NOS (nNOS) ma N-terminalni PDZ-
doménu, kterd umoznuje proteintim zapojenym do cest pienosu signalu spolecnou lokalizaci a
komunikaci (Zhou & Zhu, 2009). U C-konce ADH3 bylo objeveno, Ze interaguje s PDZ-
doménou syntrophinu, membranového proteinu lidského srde¢niho svalu (Hoffmiiller et al.,

1999). Tato zjisténi naznacuji, ze by ADH3 a NOS mohly reagovat mezi sebou.

(a) (b) (c)
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Obr. 8 Zapojeni ADH3 v bunécné signalizaci (ptfevzato z Thompson et al., 2010).

(a) Proteinové thioly podléhaji modifikaci NO a GSNO (S-nitrosylace) a také GSH/GSSG
(S-glutathionylace). Tyto modifikace jsou zprostiedkovany redoxnim a nitrosacnim stavem
v burice, stejné tak i intramolekularnim prostfedim obklopujicim cysteinova residua. Dochazi ke
zménam funkce proteinu a k proteinovym interakcim.

(b) ADH3 ma dvoji funkci : katalyzuje redukci GSNO a oxidaci S-hydroxymethylglutathionu,
vzniklého reakci formaldehydu s GSH. U formaldehydu bylo prokazano, Ze urychleni redukce
GSNO prosttednictvim recyklace kofaktort NAD/NADH zptisobi zmény hladin
S-nitrosothiolti.

(c) ADH3 obsahuje C-terminalni PDZ vazebné sekvence tiidy II, a tak se muze podilet na
makromolekularnich komplexech v bunééné membran€. Znazornény je hypoteticky model pro

koordinované regulace S-nitrosothiolti v blizkosti prostoru receptord a iontovych kanalu.
3.5. Zivotisna S-nitrosoglutathionreduktasa
3.5.1. Funkce savéi GSNOR

ADH3 je evoluéné zachovana od bakterii az po obratlovce, je tedy evolu¢nim
prekurzorem rodiny ADH. Z fyziologického hlediska ma Zzivo€isnda ADH3 vyznam pfi
metabolizaci formaldehydu. ADH3 katalyzuje NAD'-dependentni oxidaci
S-hydroxymethylglutathionu (HMGSH), ktery vznikd reakci formaldehydu (HCHO)
s glutathionem (GSH). Odtud je odvozen jiny nazev pro ADH3, a to GSH-dependentni
formaldehyddehydrogenasa.

Dalsi reaket, kterou ADH3 katalyzuje, je NADH-dependentni redukce
S-nitrosoglutathionu (GSNO). ADH3 ma tedy aktivitu GSNO-reduktasy. GSNO ptredstavuje
signalni drahu NO nezavislou na cGMP, ktera reguluje Siroké spektrum bunécnych proteint a
jejich funkce prostfednictvim S-nitrosylace cysteinovych residui. Tento proces zahrnuje
modulaci receptoru sprazené¢ho s G-proteinem, regulaci hostitelského a viralniho transkripéniho
faktoru a degradaci genu p53 (Hess et al., 2005). Poruchy v regulaci signalizace S-nitrosothioll
jsou prokazany v fadé onemocnéni centralniho nervového systému, kardiovaskularniho systému
a u plicnich chorob (Gaston et al., 2006). Porucha homeostazy S-nitrosothiold v souvislosti
s reakci ADH3 s formaldehydem byla experimentalné prokazana (Staab et al., 2008). Je tedy
ziejmé, Ze distribuce, ontogeneze a regulace ADH3 bude mit vyznamné dusledky pro
metabolizaci endogenniho i exogenniho formaldehydu, stejné jako regulace a modulace

signalnich drah NO.
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All-trans retinol se jevi jako fyziologicky substrat my$i ADH3. U¢ast ADH3 pii oxidaci
retinolu byla studovana na enzymu izolovaném z mysSich jater. In vitro oxidace all-trans
retinolu byla velmi nizkd ve srovnani s mnohem efektivnéjSimi enzymy jako jsou ADHI a
ADH4. Vyznamny pokles hladiny kyseliny al/l-trans retinové v séru u Adh3-deficientnich mysi
potvrzuje podil ADH3 na tvorbé kyseliny retinové in vivo. Zajimava je vtomto piipadé
skutecnost, Ze je ADH3 lokalizovéana stejné jako retinaldehyddehydrogenasa, nizka katalyticka
ucinnost ADH3 je tedy kompenzovana. Diky vSudyptfitomné expresi ADH3 je mozné, Ze

existuje vice fyziologicky vyznamnych substratl s vysokymi hodnotami K, (Staab et al., 2008).
3.5.2. Distribuce a ontogeneze ADH3 u savci

Rozsahlé studie zabyvajici se distribuci alkoholdehydrogenas (ADH) v lidské a
hlodav¢i tkani prokazaly vSudypritomnou expresi ADH3. ADH3 se jako jedina tfida ADH
enzymu vyskytuje v hlodavei i lidské mozkové tkani. Distribuce ADH3 v hlodaveéi mozkové
tkani je podobna distribuci v lidské tkani. Na subcelularni Grovni je ADH3 distribuovana
v cytoplasmé a v jadfe né¢kolika typt bunék.

Lidska fetalni ADH3 se vyskytuje v plicich, jatrech, mozku a v ledvinach. Zmény
v aktivité a distribuci ADH3 u dospé€lého jedince zatim nelze posoudit. Farmakologické studie
prokazaly, ze plice novorozencii a déti absorbuji vice ¢astic a reaktivnich plynt. VéEtSina
enzymovych systémid neni plné¢ vyvinuta u kojenct, avSak miaze v pribéhu détstvi prevysit
hladinu u dospélych jedincu. Aktivita ADH3 je po narozeni velmi nizka, v prab&hu détstvi roste

a dosahuje maxima, v dospélosti je opét snizena (Thompson et al., 2009).

4. Rostlinna S-nitrosoglutathionreduktasa

V rostlinnych systémech byla GSNOR poprvé popsana u 4. thaliana. Rostlinny enzym
vykazoval shodné kinetické a molekularni vlastnosti spolecné s ADH3 u savct. Po poslednim
kroku purifikace byla provedena analyza metodou Western blot. PouZzitim protilatky pfipravené
proti krysi ADH3 byla stanovena molekulova hmotnost 44,6 kDa. Tato hodnota je shodna
s hodnotou pfedpovidanou z cDNA sekvence. Dal§im stanovenym parametrem byla K,,pro
S-hydroxymethylglutathion 1,4 pM. Struktura enzymu odvozend z cDNA sekvence zapada do
komplexniho systému alkoholdehydrogenas. V§echny formy GSNOR maji stejny enzymovy typ
ADH3. Délka odpovidajici mRNA je 1,4 kb a nachazi se ve vSech rostlinnych organech, jedna

kopie genu se nachazi v genomu (Martinez et al., 1996).
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4.1. Fyziologicka uloha GSNOR

4.1.1. GSNOR a detoxifikace formaldehydu

Formaldehyd je toxicka sloucenina, ktera miize pochazet z biologickych i ekologickych
zdroji. U rostlin vznikd disociaci 5,10-methylentetrahydrofolatu a oxidaci methanolu,
vznikajiciho demethylaci pektinu. Formaldehyd mtize také vznikat béhem jinych oxidac¢nich
demethylacnich reakei, naptiklad dekarboxylaci glyoxylatu a z cytochrom P-450-dependentni
oxidaci herbicidii (Espunya et al., 2006). Katalyza NAD"-dependentni oxidace
S-hydroxymethylglutathionu (S-HMGSH) predstavuje kli¢ovy krok detoxifikace exogenniho i
endogenniho formaldehydu. S-HMGSH vznika reakci formaldehydu (HCHO) s glutathionem
(GSH).

4.1.2. Regulace intracelularni hladiny S-nitrosothioli

GSNOR je enzym podilejici se na regulaci GSNO na bunécné tirovni. Kontrolovanim
intracelularni hladiny RSNOs hraje dtlezitou roli v metabolismu RNS.

Hlavni funkci pifi kontrole redukce GSNO katalyzované ADH3 ma bunéény redoxni
potencial. GSNO je redukovan ADH3, tvofi se meziprodukt S-hydroxylaminoglutathion
(GSNHOH). GSNHOH se muze spontanné pieskupit na glutathion-sulfinamid (GSONH,) nebo
reagovat s GSH za tvorby glutathion-disulfidu (GSSG) (Obr. 9). V bunice je koncentrace GSH
fadové milimolarni, bude tedy dochazet ke zpomalovani redukce GSNO. Toto zpomaleni reakce
bude mit za nasledek zamezeni pieskupeni GSNHOH na GSONH,. Meziprodukt GSNHOH
bude kvantitativné zadrZzovan a zacne dochazet ke tvorbé GSSG, hydroxylaminu (NH,OH) a
riznych RNS, napt. NO, NO,’, NHj; aj. (Obr. 9). Avsak hladina GSH uvnitf buitky mtize kolisat,
napiiklad diky expozici toxickym latkdm nebo v pfipad€¢ choroby. Studie provedené in vitro
prokézaly, ze nizka koncentrace GSH vedla ke pfeskupeni GSNHOH na GSONH,. Vznikly
GSONH, hydrolyzuje na sulfinovou kyselinu (GSO,H) za odstépeni amoniaku (NHj). Je
pravdépodobné, ze GSO,H ucinkem extrémniho nebo trvalého oxidac¢niho stresu, miZze byt
oxidovan az na sulfonovou kyselinu (GSO;H). GSONH,, GSO,H i GSO;H maji rostouci
potencial inhibovat glutathiontransferasy, enzymy dualezit¢é pro obranu bunék vuci
xenobiotikiim. Lze tedy uvazovat, Ze by tento mechanismus mohl byt novym piipadem toxicity.
Inhibice aktivity GSH-dependentnich enzymii podstatnych pro detoxifikaci vede k t€zkému
nitrosaénimu a oxidaénimu stresu. Z jiného uhlu pohledu by mohlo jit o mechanismus

zabranujici dal§im ztratam GSH. Je znamo, Ze se GSH v buinkach podili v askorbat-
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glutathionovém cyklu na antioxidatnim mechanismu, dale ma funkci jako detoxifikacni
molekula pfi inkorporaci téZkymi kovy nebo xenobiotiky (Staab et al., 2008).

Dalsim faktorem pro ovliviiovani hladiny GSNO v bunice by mohla byt dostupnost
NADH. Rovnovaha mezi oxidovanou a redukovanou formou nikotinamidadenindinukleotidu je
vyjadiena jako tzv. NAD/NADH pomér. Tento pomér je dileZitou soucasti redoxniho stavu
bufiky. Za normélnich podminek je v cytoplasm& pomér NAD/NADH okolo 700, je tedy
piiznivy pro oxidaéni reakce a nepiiznivy pro redukéni cesty. Naopak, pomér NADP'/NADPH
je nizky, coz umoznuje redukované formé NADPH fungovat jako redukéni cCinidlo pii
biosyntézach. Tyto rozdilné poméry jsou kli¢ové pro rtizné metabolické role NADH a NADPH.
Pro redukci GSNO nemuzZe byt alternativné vyuzit NADPH jako kofaktor. VEtsi dostupnost a
hladina NADH vedou k vyssi redukci GSNO. ADH3 muzZe také sama produkovat NADH, a to
dehydrogenaci formaldehydu, ktery reaguje s GSH za tvorby S-hydroxymethylglutathionu
(S-HMGSH) (Obr. 9, reakce vpravo) (Staab et al., 2008).

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

GSSG < GSNO FGSH

NADH ‘\

GSH — ADHs_/

‘} \» NAD*
GSSG «/ “ GSNHOH HMGSH «—— GSH + HCHO
NH,OH
GSONH,
H?O\
\\\*Nm

GSO,H
(ROS) :

v
GSO,H

Obr. 9 Schematické znazornéni metabolickych produktt reakce katalyzované ADH3 v zavislosti
na lokalni koncentraci glutathionu (GSH). Pfi milimolarni koncentraci GSH dochazi ke
zpomaleni redukce substratu S-nitrosoglutathionu (GSNO). Dojde k zabranéni pieskupeni
intermediatu S-hydroxylaminoglutathionu (GSNHOH) na glutathion-sulfinamid (GSONH,),
vznika glutathion-disulfid (GSSG) a hydroxylamin (NH,OH). Pomalou neenzymatickou reakci
mize vznikat GSSG a rozmanité¢ reaktivni formy dusiku (RNS) v zavislosti na lokalni
koncentraci kysliku (napt. NO, NH;, NO,’, N,O). V ptipad¢ nedostatku GSH je redukce GSNO
katalyzovana ADH3 rychla, intermediat GSNHOH je pfeméiovan na GSONH,. GSONH,

¢astené hydrolyzuje na kyselinu sulfinovou (GSO,H), plsobenim oxida¢niho stresu (ROS,
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reactive oxygen species) dochazi k oxidaci na kyselinu sulfonovou (GSO;H). Samotna ADH3
mize produkovat NADH pro redukci GSNO, a to oxidaci aduktu formaldehydu,
S-hydroxymethylglutathionu (HMGSH) (pfevzato z Staab et al., 2008).

4.1.3. Role GSNOR v obranné reakci na stres

Stres, jako obecny pojem, je funkéni stav zivého organismu, kdy je tento organismus
vystaven mimofadnym podminkam (stresortiim neboli stresovym faktortim). Nasledné vyvolané
obranné reakce organismu maji za cil zachovani homeostazy a zabranéni poskozeni nebo smrti.

Stresové faktory u rostlin miizeme rozdélit na abiotické a biotické. Abioticky stresovy
faktor nesouvisi s zivymi organismy, lze jej jest¢ dale rozdélit dle charakteru na fyzikalni a
chemicky. Mezi fyzikalni abiotické faktory patii: mechanické Gcinky vétru, nadmémé zateni
(UV,VIS), extrémni teploty, nedostatek vody a zaplaveni. Chemické abiotické faktory jsou:
nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie), nedostatek zivin v pid€, nadbytek iontt soli v pude, tézké
kovy a organické latky v pude, toxické plyny ve vzduchu. Dalsi skupina, biotické stresové
faktory, souvisi s zivymi organismy. Radime sem patogenni mikroorganismy (houby, plisn&
aj.), spasani a poranéni rostlin herbivornimi zivo€ichy, vzajemné ovliviiovani rostlin, napf.
parazitismus, alelopatie.

Stresova reakce se sklada z n€kolika fazi. Prvni je tzv. poplachova faze, kdy dochazi
k naruseni bunéénych struktur a funkci bunky ihned po zacatku pusobeni stresového faktoru.
Nasleduje restitucni faze, ovS§em pokud intenzita stresu nepiekro€i letalni uroven. V této fazi
dochazi k aktivaci obrannych mechanismi. Dalsi je faze rezistence, kdy rostlina zvySuje svou
odolnost vii¢i piisobicim faktoriim. Posledni je faze vyCerpani, ktera nastava po dlouhodobém a

intenzivnim plsobeni stresového faktoru (Prochazka et al., 1998).

4.1.3.1. Abioticky stres

Poranéni rostliny (at’ uz mechanicky, bylozravci nebo hmyzem) zpusobuje dlouhé
vzdalenosti mezi signaly, které spousti reakce v neporanénych pletivech. V tomto procesu muze
signalni kaskada vykazovat rozdily u riznych druht rostlin. Spole¢nymi prvky signélni kaskady
jsou systemin, ipomoelin, oligouronidy, kyselina abscisova, ethylen a kyselina jasmonova. O
tom, ze regulace GSNOR je zapojena v reakci na signaly souvisejicimi s rostlinnymi obrannymi
pusobeni rostlinnych hormonti na regulaci GSNOR. Vysledky ukazaly, ze dochazi k represi
genu At5g43940 kodujiciho GSNOR u A. thaliana v ptipadé mechanického poranéni. Naopak
k aktivaci dochazi pisobenim kyselinou salicylovou (SA). U tabaku po oSetfeni jasmonatem

poklesla hladina i aktivita GSNOR a vzrostla v odpovédi na SA (Diaz et al., 2003). Studie
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provedena u extrakt hypokotylu z Helianthus annuus prokazala, ze doSlo k vyznamnému
snizeni aktivity a exprese GSNOR (o vice nez 50%) u mechanicky poranénych rostlin (Chaki et
al., 2010).

Dalsim typem fyzikalniho abiotického stresu je extrémni teplota. Nedavno bylo
publikovano, ze A. thaliana HOTS mutant (citlivy na vysoké teploty) je potiebny pii
termotoleranci. HOTS koduje pravé enzym GSNOR, ktery metabolizuje adukt NO
homeostaze NO pti abiotickém stresu. U listd divokého typu A. thaliana vystavenému
teplotnimu stresu byla exprese GSNOR podobna jako u kontroly. Lze tedy predpokladat, ze
vy$§i hladiny GSNO zvySuji citlivost va¢i teplu v dusledku naruseni drah citlivych na
ROS/RNS. Aktivita GSNOR je nezbytna pro aklimatizaci rostlin na vysoké teploty (Lee et al.,
2008). V piipad¢ extrémné nizké teploty byl pozorovan nartst aktivity GSNOR v extraktech
z listu hrachu o 67 %. Rostliny Pisum sativum L., cv. Lincoln byly 48 hodin vystaveny teploté
8°C. Obsah celkovych RSNOs byl v tomto ptipadé 5x vyssi nez u kontroly (Corpas et al., 2008).

Studium vlivu osvétleni na aktivitu GSNOR pfineslo zajimavé poznatky. Rostliny P.
sativum L., cv. Lincoln byly 48 hodin nepfetrzité vystaveny zafeni o intenzité 190 uE-s” -m™
Dalsi Cast rostlin byla péstovana 48 hodin ve tm¢. U obou typd stresovanych rostlin byl
pozorovan vyznamny nardst aktivity GSNOR. Mnozstvi celkovych RSNOs se 5x zvysilo
v listech rostlin vystavenych zafeni o vysoké intenzité, u rostlin péstovanych ve tmé byl obsah
RSNOs zvysen 3x. Naopak sledovani vlivu nadmérné intenzity zafeni (4 hodinové ozateni pii
1189 pE-s' ‘m™ pod specidlni lampou) na aktivitu GSNOR nepfineslo Zadné vyznamné
vysledky (Corpas et al., 2008).

Inkorporace rostlin tézkymi kovy patii mezi chemicky abioticky stres. Tento typ stresu
byl zkouman ve studii Barrosso et al., 2006 u rostlin oSetienych kadmiem. Kadmium je tézky
kov toxicky pro rostliny, ¢lovéka a zivocichy. U rostlin negativné ovliviiuje fotosyntézu a
respiraci. U rostlin P. sativum, vystavenych pusobeni 50 uM CdCl,, byla pozorovana vyznamna
inhibice rustu, sniZzena transpirace a rychlost fotosyntézy, snizeny obsah chlorofylu. Kadmium
naruSuje antioxida¢ni obranu rostlin a indukuje oxidacni stres. U listd P. sativum oSetfenych
kadmiem doslo k poklesu hladiny GSH o 50 % a bylo zaznamenano snizeni aktivity a exprese

GSNOR o 31 resp. 32 %.
4.1.3.2. Bioticky stres — patogeneze
Oxid dusnaty (NO) a S-nitrosothioly (RSNOs) jsou rozsifené signaliza¢ni molekuly,

které reguluji imunitu u rostlin i zivo¢ichd. Hladiny RSNOs in vivo jsou fizeny syntézou NO (u

rostlin se jednd o nékolik moznych drah, viz. Kapitola 2) a hladina GSNO je kontrolovana
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enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR). Ve studii Rusterucci et al., 2007 bylo
publikovano, Ze transgenni rostliny A. thaliana se snizenym mnozstvi GSNOR (pomoci
antisense strategie) vykazuji zvySenou bazalni odolnost vii¢i Peronospora parasitica Noco2
(oomyceta). Snizené mnozstvi GSNOR koreluje s vys$imi hladinami RSNOs uvnitt bun¢k a
konstitutivni aktivaci genu PR-1 souvisejiciho s patogenezi. Navic systémové ziskana rezistence
(SAR) je oslabena u rostlin s overexpresi GSNOR a naopak zvysena u antisense rostlin. Tyto
zmény koreluji se zménami obsahu RSNOs. GSNOR byla lokalizovana ve floému, a proto by
mohla regulovat signalni transport SAR pres cévni systém. Publikovana data se shoduji i
s jinymi studiemi, které prokazuji, Ze GSNOR kontroluje hladinu RSNOs in vivo a RSNOs maji
pozitivni vliv na bazalni rezistenci rostlin a rezistenci zprostifedkovanou geny. Na zakladé¢ téchto
poznatkli a experimentalnich dat byl navrzen hypoteticky model objasiujici zapojeni GSNOR
v obranné reakci na stres (Rusterucci et al., 2007). Model je znazornén schematicky na Obr.10.
Tento model integruje diive publikované prace a nové ziskana experimentalni data, které
podporuji myslenku, Ze NO/GSNO jsou pozitivnimi regulatory rezistence rostlin,
hypersenzitivni odpovédi a aktivace obrannych gent. Imunita rostlin je zvySovana sniZzenim
hladiny GSNOR se soucasnym zvySovanim intracelularnich hladin RSNOs. Udrzeni optimalni
hladiny GSNO je dulezit¢ také pro SAR. Studie dale ukazuje, Ze vysoké hladiny
v neinokulovanych listech jsou nezavislé na aktivaci iNOS béhem inkompatibilni interakce,

proto mohou byt regulovatelné aktivitou GSNOR.

Mobilni signal (GSNO

Rozpoznani patogenti S-nitrosylové proleinyi
/‘ \
\

GSNOR / GSNOR
INOS  GSSG /

L
GSH
NADPH .\/‘\ /
oxidasa N —GsNOT— SNOS

GSSG

NO «—— GSNO «— — SNOs

v

H,0, Redoxni Redoxpé, zaloZeng
Sty SA regulaéni mechanimy
eGMP/  ° / (obrana rostlin,
a2t draha ethylenu...)
HR l NPRI/TGA
‘ Obranné geny (PRI....) ‘ Infikované misto Neinfikované misto

Obr. 10 Hypoteticky model vysvétlujici roli GSNOR v inkompatibilni reakci a systémové
ziskané rezistenci (SAR) ( pfevzato z Rusterucci et al., 2007). Rozpoznani patogenti iniciované
peroxidem vodiku (H,O,) a oxidem dusnatym (NO) zpasobi aktivaci NADPH oxidasy a
inducibilni NO-synthasy (iNOS). NO, H,O, a kyselina salicylova (SA) plsobi synergicky na
spusténi hypersenzitivni odpovédi (HR) a dalSich obrannych odpovédi (Delledonne et al., 2001;
Glazebrook, 2005). Odlisné cesty, at’ uz jsou na SA zavislé nebo nezavislé a jsou nebo nejsou

zprostfedkované NPR1 (Noneexpresser of PR genes 1), vedou k amfiplikaci signalu a efektivni
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aktivaci obranné odpovedi. NPR1 je protein nachazejici se v cytosolu a je rozhodujicim prvkem
kaskady signalni transdukce zprostiedkované SA, pii niz dochazi k indukci obrannych gent,
jako je napf. gen PR-I (pathogenesis-related 1). Zapojeni TGA transkripcnich faktort
v odpovédi na SA je podporovano pritomnosti TGA-vazebného mista v PR-1 promotoru
(Fonseca et al., 2010). Klicové regulatory hladin NO a GSNO, které jsou vzajemné ovlivnitelné,
jsou enzymy pfitomné v syntéze NO a katabolismu GSNO. Je znamo, ze GSNO je donorem
NO, role GSNO jako sinku NO je diskutabilni. Zlstava stale neznamé, zda ma v tomto procesu
GSNO roli jako donor NO nebo roli bioaktivni molekuly. Aktivita GSNO-reduktasy je hlavnim
regulatorem intracelularni hladiny GSNO a S-nitrosothiolti s rozvijejici se ulohou v regulaci
dialezitych procest jako je rostlinna rezistence a draha ethylenu (Lindermayr et al., 2006).
SniZzenim hladiny GSNOR dojde uvnitf bun¢k ke zvySeni hladiny RSNOs, a tim k posileni
rostlinné imunity. UdrZeni adekvatni hladiny GSNO je také dulezité pro SAR. Po napadeni
rostliny virulentni bakterii nedochazi k indukci iNOS v neinokulovanych listech, dochazi ke
zvySeni hladiny RSNOs v téchto pletivech, a to je privodnim jevem ustaveni SAR. GSNOR
muze mit klicovou tlohu v regulaci RSNOs v neinokulovanych listech. Existuji dvé hypotézy:
GSNO je mobilnim signalem ve floému pro aktivaci SAR a/nebo protoze mobilni signal vedeny
floémem snizuje hladinu GSNOR v neinokulovanych listech, dochazi ke zpomaleni
dekompozice GSNO. Ve prospéch prvni hypotézy existuji dikazy o tom, ze je GSNOR
lokalizovana ve floému a mize regulovat signalni transport (upraveno podle Rusterucci et al.,

2007).

4.2. Lokalizace GSNOR v rostlinach

4.2.1. Organova lokalizace

Analyza exprese GSNOR metodou Western blot u A. thaliana prokazala, ze GSNOR je
exprimovana ve vSech organech. Nejvice proteinu je obsazeno v kofeni a rGzicovych listech
(Espunya et al., 2006). Aktivita GSNOR u 4. thaliana byla také detekovana histochemicky.
3-denni rostliny vykazovaly vysokou aktivitu GSNOR v kofeni, u 16-dennich rostlin byla
vysoka aktivita také v kofeni, ale i v listech s vyjimkou fapiku (Diaz et al., 2004).

4.2.2. Bunécéna lokalizace GSNOR, GSNO a RSNOs
Imunolokalizace GSNOR v 7- a 8-dennich rtzicovych listech A. thaliana odhalila

intenzivni zabarveni v bunkach mezofylu. Protein byl také detekovan u privodnich bunck

floému, xylému a parenchymu v cévnim svazku. Nebylo detekovano zbarveni v epidermalnich
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bunkach nebo ve vrstvé parenchymatickych bun€k nachazejicich se tésné u centralniho valce.
Ke studiu exprese GSNOR v kofeni byla pouzita jako modelova rostlina Raphanus sativus,
protoze ma vétsi velikost a prumér kotfene. Bylo piipraveno nékolik ez, které se vzajemné
lisily vzdalenosti od kofenové Spicky. V primarnim kotfeni byla pozorovana silnd exprese
GSNOR ve vsech typech bun¢k meristematické zony. V elongacni zo6n¢ je exprese vyrazné
omezena na nejvzdalengjsi bunécné vrstvy : epidermis, vné&jsi kortex, centralni valec a privodni
bunky floému (Espunya et al., 2006).

Bunééna lokalizace GSNO viezech listu P. sativum byla analyzovana metodou
imunofluorescencni mikroskopie za pouziti komerénich protildtek. Intenzivni zelena
imunofluorescence byla objevena predev$im v bunkach kolenchymu (Barrosso et al., 2006).
Pomoci této metody byla urCena lokalizace GSNO v fezech listu Olea europaea L., cv.
Manzanillo. Intenzivni zelena imunofluorescence pattici anti-GSNO byla pozorovana v cévnim
svazku a v houbovém mezofylu bunék (Valderama et al., 2007).

Dalsi modelovou rostlinou pro buné¢nou lokalizaci RSNOs byla Helianthus annuus.
Detekce byla provedena fluorescenéni probou Alexa Fluor 488 Hg-link a imunofluorescenéni
mikroskopii. U neinfikovanych HA89 kultivari byl GSNO lokalizovan v epidermalnich
bunikach hypokotylu, GSNOR v bunkach kortexu. Po infekci byl pozorovan zvySeny obsah
GSNO v epidermalnich buiikdch a bunkach kortexu. U GSNOR nebyla po infekci prokazana
vyznamna indukce. U neinfikovaného kultivaru X55 byla lokalizace GSNO a GSNOR
analogicka jako u citlivého kultivaru. Po infekci X55 byl GSNO pozorovan pouze ve vrstve
buné€k blizko epidermalnich bun¢k a GSNOR byla indukovana v buiikach epidermis i kortexu
(Chaki et al., 2009).

Pouzitim fluorescencni proby Alexa Fluor 488 Hg-link byla provedena lokalizace
GSNO v fezech listu Olea europaea L., cv. Manzanillo. Intenzivni zelena fluorescence byla

pozorovana u bun¢k floému (Valderama et al., 2007).

4.3. Metody lokalizace GSNOR, GSNO a RSNOs v rostlinach

4.3.1. Histochemicka detekce aktivity GSNOR u Arabidopsis thaliana

Kolorimetricka metoda pro detekci aktivity GSNOR byla jiz popsana in situ v
elektroforetickych gelech (Uotila & Koivusalo, 1987). Je zalozena na skute¢nosti, Ze oxidace
S-hydroxymethylglutathionu GSNOR zpiisobi redukci NAD" na NADH, coz dale vede k
redukci nitrotetrazoliové modfi na nerozpustny formazan. Tato metoda byla pozdéji
prizptsobena histochemické detekci GSNOR v Zivocisnych tkanich (Martinéz et al., 2001).

Barveni nitrotetrazoliovou modfi bylo dfive pouzivano v cytochemickych testech pro méfeni
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respiracni aktivity v kofenech (Connolly & Berlyn, 1996). Byla popsana nova metoda pro
rychlou detekci aktivity GSNOR v celé rostliné (Diaz et al., 2004). Jedna se o kombinaci vyse
uvedenych metod pro detekci GSNOR v elektroforetickych gelech spolu s histochemickou
lokalizaci B-glukuronidasy v semenaccich 4. thaliana (Jefferson et al. 1987).

Semenacky A. thaliana byly péstovany ve sterilnich Petriho miskach v MS médiu. Poté
byly pieneseny do scintilacnich vialek obsahujicich 15 ml inkuba¢ni smési (100 mM fosfat
sodny pH 7,5, 9 mM pyruvat sodny, 0,1% Triton X-100, 0,6 mM NAD", 0,02 mg-ml” fenazin
methosulfat, 0,2 mg/ml nitrotetrazoliova modf). Nasledn¢ bylo pfidano 4,8 mM formaldehydu a
1 mM glutathionu, za vzniku 0,73 mM substratu S-hydroxymethylglutathionu. Vialky pak byly
umistény pod vakuum po dobu 10 minut pro lepsi prinik inkuba¢ni smési do pletiv. Poté
nasledovala inkubace pii 42°C ve tmé. Pokud bylo zbarveni dostate¢né vyvinuté, byla reakce
zastavena destilovanou vodou. Nakonec byly rostliny nékolikrat promyty v 70% ethanolu,
dokud nebylo eliminovano zbarveni nespecifického pozadi, tj. rostliny byly téméf prisvitné
s vyjimkou oblasti, kde byla vytvofena srazenina (Obr. 11). Jako kontrola slouzily rostliny bud’
bez pridavku formaldehydu nebo glutathionu do inkubac¢ni smési. To umoznilo detekci
predpokladaného pozadi v disledku vzniku NADH oxidaci formaldehydu nebo glutathionu
ostatnimi enzymatickymi systémy jako jsou mitochondridlni aldehyddehydrogenasy nebo

glutathionreduktasy (Diaz et al., 2004).

(a) : (b
.
{ J
"-r -
fa ] (=3]

Obr. 11 Histochemicka detekce aktivity GSNOR u semenacka A. thaliana. Aktivita GSNOR je
detekovatelnd jako modra srazenina (tmavé oblasti vkontrastu se svétlym pozadim).
Formaldehyd (HCHO) a glutathion (GSH) byly pfidany exogenn¢ (a-d). Barveni HCHO a GSH
detekuje vysokou GSNOR aktivitu: (a) v kofeni 3-denni rostliny, v kofenech a listech 9-denni
(b) a 16-denni rostliny (c&d). Vynechani GSH ((e) 3-denni rostlina) a formaldehydu ((f) 16-

- 40 -



denni rostlina) v reak¢éni smési vede ke ztrat¢ detekovatelnych reakénich produktd, slouzi tedy

jako negativni kontrola (pfevzato z Espunya et al., 2006).
4.3.2. Analyza exprese GSNOR metodou Western blot

Primarni polyklonalni krali¢i protilatka byla pfipravena proti rekombinantnimu proteinu
GSNOR z templatu sekvence GSNOR z A. thaliana, ktery byl izolovany ze Saccharomyces
cerevisiae. K analyze metodou Western blot byly pouzity extrakty z kotene, rizicovych listl,
stonku, korunnich listkli a kvétl A. thaliana ekotypu Columbia. Na Obr. 12 vidime detekované
bandy s nejvyssSi intenzitou u extraktu z kotfene a rGzicovych listd a kontrolni barveni gelu

(Espunya et al., 2006).
(a) b © @ ()

— —

BEREN

Obr. 12 Analyza exprese GSNOR metodou Western blot u A. thaliana. GSNOR je exprimovana
ve vSech organech A. thaliana. (a) koten, (b) rizicové listy, (c) stonek, (d) korunni listky, (e)
kvét. Nejvice proteinu je obsaZeno v kofeni a ruzicovych listech. Kontrolni barveni gelu

Coomassie-Blue odpovida detekovanym bandim (pfevzato z Espunya et al., 2006).
4.3.3. Imunolokalizace GSNOR v rostlinném pletivu

Pro imunohistochemii byly fezy analyzovaného pletiva inkubovany v 50% ethanolu
(v/v), 5% kyseling octové (v/v) a 3,7% formaldehydu (v/v). Fixace se provadi pii 4°C ptes noc.
Po sérii dehydratace smési ethanol—xylen byly fezy zality do paraplastu. Rezy o tloutce 8 pm
byly napnuty na podloznim sklicku potazeném poly-L-lysinem. Pro imunolokaliza¢ni
experimenty byla pouzita stejna primarni polyklonalni krali¢i protilatka jako u analyzy exprese
GSNOR metodou Western blot, av§ak protilatka musela byt pro imunolokalizaci purifikovana
afinitni chromatografii na kolonach HiTrap N-hydroxysukcinimid (NHS). Imunodetekce byla
provedena pouzitim komeréniho kitu zalozeném na peroxidasovém detekénim systému. Aby
nedoslo k nespecifické reakci zplisobujici faleSnou pozitivitu, byly provedeny dvé kontroly.

Prvni kontrola spocivala v inkubaci s nespecifickym antisérem, ostatni byly preinkubovany 1 h
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s 30 ug purifikované GSNOR. Nasledné byly fezy dehydratovany ethanolem, pieneseny do
Entellan média a pozorovany pod mikroskopem. (Espunya et al., 2006). Na Obr. 13 vidime
imunolokalizaci GSNOR v listech 4 thaliana a v koteni R. sativus (Espunya et al., 2000).

Obr. 13 Imunolokalizace GSNOR v rostlinném pletivu. Rezy byly inkubovany s anti-GSNOR
protilatkou a peroxidasovym detekénim systémem. Tmaveé hnédé zbarveni indikuje specifickou
reakci protilatky. Rezy rtizicovych listd 4 thaliana (a-c). GSNOR je detekovana v parenchymu
bunky (Pchy) a v cévnim svazku. Nutno poznamenat, Ze GSNOR neni exprimovana v epidermis
(Ep) a ve vrstvé bun€k pod centralnim valcem (stélé). Lokalizace v koteni R. sativus (d-g).
GSNOR je exprimovana ve vSech bunikdch meristematické zony (e). V elongaéni zoné je
exprimovana v Ep, endodermis (End), dale v nejvzdalenéjSich buinkach kortexu (Cx) a v
privodnich bunkach floému (Cc) (e-g). GSNOR neni exprimovana u vnitinitho Cx. (h&i)
predstavuji negativni kontroly. Protilatka anti-GSNOR byla preinkubovana s purifikovanymi
GSNOR proteiny pied imunolokalizaénimi experimenty. Méfitko : (a & h) 50 pum, (b) 20 pm,
(c, f & g) 25 um, (d & 1) 300 um, (e) 150 pm. Xy, xylem. (pfevzato z Espunya et al., 2006).
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4.3.4. Lokalizace S-nitrosothiolii a S-nitrosoglutathionu v rostlinnych pletivech

konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM)

4.3.4.1. Detekce S-nitrosothioli fluorescenénim indikatorem a vizualizace CLSM

Alexa Fluor Hg-Link je nova generace fluorescencnich sond, které vykazuji n€které
vyhody oproti jinym fluorescencnim barviviim, jako je vysoka fluorescence v Sirokém rozsahu
pH (pH 4 az 10), dobra rozpustnost ve vodé a vyssi fotostabilita, kterd umoziuje delsi ¢as na
fotografovani. Konkrétné, Alexa Fluor 488 Hg-Link fenyl rtuti (molekularni sonda), mize byt
pouzit pro pifimou detekci RSNOs ve pletivech (Valderrama et al., 2007).

Vzorky jsou preinkubovany s N-ethylmaleimidem (NEM) pro zablokovani volnych
sulthydrylovych skupin. Za téchto podminek fluorescen¢ni Hg-Link c¢inidlo oznac¢i RSNO-

modifikované proteiny a peptidy podle nasledujici rovnice:

Rl@Hg+ + RSNO — RJ@HgSR

Hg-Link Thiolat
fenyl riuti

Na Obr. 14 (a) je bunééna lokalizace RSNOs v tezu z listu Olea europaea L., cv.
Manzanillo. (b) je negativni kontrola, kdy nebyl fez listu inkubovan s NEM a Alexa Fluor 488
(Valderrama et al., 2007). (¢),(d),(e),(f) fezy hypokotylu dvou kultivari H. annuus lisici se

odolnosti vici patogenu P. halstedii. Zelena fluorescence odpovida ptitomnosti RSNOs.
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Obr. 14 Bunécna lokalizace S-nitrosothiold (RSNOs) v listech vysSich rostlin
fluorescencni mikroskopii pouzitim cinidla Alexa Fluor 488 Hg Link. Jasné zelena
fluorescence odpovida RSNOs. Oranzové-zluta barva znac¢i autofluorescenci chlorofylu. (a)
Detekce RSNOs v fezech listl O. europaea L., cv. Manzanillo. (b) Rez listu O. europaea L., cv.
Manzanillo inkubovany bez N-ethylmaleimidu (NEM) a Alexa Fluor (negativni kontrola pro
RSNOs). (¢) Rez neinfikovaného hypokotylu kultivaru H. annuus HA89 (citlivy viigi patogenu).
(d) U infikovaného hypokotylu HA89 byl pozorovan vyznamny narist RSNOs ve vSech typech
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bunék, zejména v buiikach epidermis, parenchymu, kortexu a dfend. (d) Rez neinfikovaného
kultivaru H. annuus X55 (odolny vici infekei). (e) Infikovany hypokotyl HA89. RSNOs byly
detekovany v epidermalnich buiikach a v cévnim pletivu. (f). Obrazky (a), (b) byly upraveny
podle studie Valderama et al., 2007, (c)-(f) podle Chaki et al., 2009. Xy-xylem, Cx-kortex,
S-sklereidy.

4.3.4.2. Bunécna lokalizace GSNO a GSNOR metodou imunofluorescenéni

mikroskopie

Rezy byly inkubovany pti pokojové teploté pies noc s komeréni krysi protilatkou proti
GSNO. Po promyti TBSA-BSAT byly tezy inkubovany s biotinylovanou kozi antikrysi IgG. Po
promyti nasledovala inkubace s Cy2-strepavidinem. Rezy byly pieneseny na podlozni skla se
smési PBS-glycerol (v:v, 1:1) a pozorovany bud’ pod fluorescencnim mikroskopem nebo
pomoci konfokalniho laserové skenovaciho mikroskopu se standardnimi filtry pro Cy2
(excitace, 495 nm; emise 515 nm). Imunolokalizace GSNO v fezech listu P. sativum L., cv.
Lincoln a Olea europaea L., cv. Manzanillo je znazornéna na Obr. 15 (a), (b). Intenzivné zelena
imunofluorescence patii anti-GSNO (Valderrama et al., 2007, Barroso et al., 2006).

V ptiénych fezech hypokotylu dvou kultivart H. annuus sriznou citlivosti vuci
patogenu P. halstedii (HA89-nachylny k infekci, X55-odolny vici infekci) byla detekovana
jasné zelena fluorescence odpovidajici GSNO a GSNOR, viz Obr. 16. Byly pouzity protilatky
(Ab) s fedénim 1:2500 a 1:50 (1:50 pripravena purifikovana IgG polyklonalni krali¢i Ab proti
GSNOR, 1:2500 krysi anti-GSNO Ab). V dalsich krocich bylo postupovano jak je uvedeno vyse
(Chaki et al., 2009).

Obr. 15 (a) Imunolokalizace GSNO v fezech listu P. sativum L., cv. Lincoln fluorescencni

mikroskopii za pouziti anti-GSNO protilatky a Cy2-konjugované protilatky. Intenzivné zelena
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imunofluorescence patfici anti-GSNO je lokalizovana predevsim v bunkach kolenchymu. (b)
Imunolokalizace GSNO v iezech listt O. europaea L., cv. Manzanillo metodou CLSM.
Intenzivni zelena imunofluorescence je lokalizovana pfedevS§im v cévnim svazku a v bunkach
houbového mesofylu. Xylem (X), floém (P), kolenchym (Co), parenchym (Pa), epidermalni
kutikula (Ec), cévni svazek (Cs) Obrazek (a) upraven podle studie Barroso et al., 2006, (b)
podle studie Valderama et al., 2007.

Obr. 16 Imunolokalizace GSNO a GSNOR v fezech hypokotylu dvou kultivara H.
annuus lisicich se odolnosti vici patogenu P. halstedii (upraveno podle Chaki et al., 2009).
Autofluorescenci zna¢i modré barva. (a)-(f) Rezy hypokotylu citlivého kultivaru HA89, (g)-(1)
fezy hypokotylu rezistentniho kultivaru X55. Jasné zelena fluorescence odpovida v piipadé (b),
(e), (h), (k) GSNO, u (c), (f), (i), () GSNOR. Po infekci patogenem byla u HA89 pozorovana
intenzivngj$i fluorescence u GSNO (e) vbunkach epidermis a kortexu ve srovnani
s neinfikovanym hypokotylem (b). U fluorescence GSNOR nenastala vyznamna zmeéna
intenzity (f). U infikovaného X55 byla fluorescence GSNO pozorovana pouze ve vrstvé bunck
blizko epidermalnich bunék (k) a GSNOR byla indukovana v bunkach epidermis i kortexu (1).
Meritko : 200 um. Cx-kortex, Ep-epidermis.
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5. Material a pristroje

5.1. Chemikalie

Akrylamid (Bio-Rad, USA), APS (Fluka, Svycarsko), Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad, USA),
bisakrylamid (MP Biomedicals, USA), BSA (Sigma, USA), CBB G-250 (Bio-Rad, USA), DTT
(Sigma-Aldrich, USA), EDTA Na' (Sigma-Aldrich, USA), glutathion (Acros Organics, USA),
glycin (Sigma, USA), Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA), luminol (Santa Cruz
Biotechnology, USA), NADH (AppliChem, Némecko), NBT-BCIP (Sigma, USA), PMSF
(Fluka, Svycarsko), Ponceau S (Merck, Némecko), Protein-Ladder 10-250 kDa (Biolabs, UK),
SDS (Fluka, Svycarsko), sekundarni anti-rabbit protilatka (imunizace kozy) IgG peroxidasovy
konjugat (Sigma, USA), sekundarni anti-rabbit protilatka (imunizace kozy) IgG znacena
alkalickou fosfatasou (Sigma, USA), susené¢ mléko (AppliChem, Némecko), TEMED (Fluka,
Svycarsko), Tris/HCI (Sigma-Aldrich, USA), Triton X-100 (Acros Organics, USA), Tween-20
(Sigma, USA), zelatina (Sigma, USA), B- merkaptoethanol (Fluka, Svycarsko)

Priprava rekombinantniho proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur

Gen pro GSNOR (GU296438, 1140bp) byl naklonovan do vektoru pCDF Duet (Novagen) a
nasledné exprimovan v E. coli. Rekombinantni enzym GSNOR nesouci 6xHis-tag na C-konci
byl purifikovan pomoci chelataéni chromatografie. Rekombinantni protein GSNOR byl

poskytnut pro méfeni Mgr. Lucii Kubienovou.

Priprava primarni polyklonalni protilatky
Purifikovany rekombinantni protein GSNOR izolovany z E. coli byl injektovan do kralika
standardni metodou, poprvé popsanou ve studii Harlow & Lane, 1988. Protilatka byla

ptipravena prof. Navratilem z Katedry bunécné biologie a genetiky Pf UP Olomouc.
5.2. Pristroje a experimentalni vybaveni

Automaticky vyvolavaci pfistroj (Diirr, Némecko), blotovaci aparatura pro Slot Blot BioDot SF
(Bio-Rad, USA), dokumenta¢ni zafizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP,USA),
elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA), mikrodesti¢ckovy
spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA), zafizeni pro tank blotting
Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad, USA), zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA)
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Blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA), fotograficky film (Amersham Biosciences, USA),
kolonky NAP-10 (GE Healthcare, USA), membrany pro Western blot : Trans-Blot® Transfer
Medium — nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA), Immun Blot PVDF membrana
(Bio-Rad, USA), mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

5.3. Rostlinny material

Pro studium vlivu mechanického poskozeni listu na aktivitu GSNOR byly pouzity jako
modelové rostliny : Pisum sativum L., cv. Zekon; tfi genotypy Solanum spp. lisici se odolnosti
vaci Oidium neolycopersici (padli rajéatoveé) — S. lycopersicum cv. Amateur (vysoce nachylny),
S. chmielewski (stftedng rezistentni), S. habrochaites (siln€ rezistentni) (Mieslerova et al., 2004);
Helianthus annuus L., cv. Peredovik; Lactuca sativa UCDM2 (09-H57-0701); Lactuca
serriola 09-H58-0722 (LSE/18); Cucumis sativus L., cv. Marketer; Cucumis sativus L., cv.
Stela.

Semena P. sativum L., cv. Zekon byla vyseta do perlitu (Agroperlit, Novy Ji¢in, CR) a
byla péstovana ve fytotronu po dobu 10 dni s 12-ti hodinovou fotoperiodou pii teploté 20/18°C
den/noc. Cast rostlin byla péstovana ve fytotronu bez pfistupu svétla (etiolované) pii stejné
teploté. Dalsi rostliny, tfi genotypy Solanum spp., H. annuus cv. Peredovik, L. sativa (UCDM?2
(09-H57-0701), L. serriola (09-H58-0722 (LSE/18)), C. sativus L., cv. Marketer a C. sativus
L., cv. Stela, byly péstovany tak, ze semena byla vyseta do plastovych kelimki s perlitem. Po
plném vyvinuti déloznich listd byly sazenice pifesazeny do kvétinacll o priméru 7 cm se
substratem o sloZeni zahradni zemina/raSelina v poméru 2:1 (v/v). Poté byly rostliny péstovany
ve skleniku pfi teploté¢ a fotoperiodé¢ 16/8 h (den/noc). Ke studiu byly pouzity 10-ti denni
rostliny P. sativum L., cv. Zekon, 30-ti denni Solanum spp.; 15-ti denni H. annuus cv.
Peredovik; 53-denni L. sativa (UCDM2 (09-H57-0701); L. serriola (09-H58-0722
(LSE/18)); C. sativus L., cv. Marketer a C. sativus L., cv. Stela

U poloviny rostlin bylo provedeno mechanické poskozeni listové plochy, druha
polovina rostlin slouzila jako kontrola. Odbér rostlin byl provadén po 24 hodinach od
mechanického poskozeni.

Pro sledovani vlivu teplotniho stresu na aktivitu GSNOR byly pouzity tyto rostliny :

P. sativum L., cv. Audit; tii genotypy Solanum spp. S. lycopersicum cv. Amateur, S.
chmielewski, S. habrochaites; H. annuus cv. Peredovik; L. sativa L., cv. Argeles; L. serriola
(0724); L. sativa L., cv. Cobham Green, C. sativus L., cv. Marketer; C. sativus L., cv. Stela.

Podminky péstovani rostlin pro studium vlivu teplotniho stresu byly analogické jako

podminky péstovani rostlin, u nichz byl sledovan vliv mechanického poskozeni listové plochy.

Od kazdého druhu byly k dispozici étyfi rostliny, dvé slouzily jako kontrola. Ke studiu byly
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pouzity 13-ti denni rostliny P. sativum L., cv. Audit; 30-ti denni S. lycopersicum cv. Amateur a
S. habrochaites; 45-ti denni S. chmielewski; 30-ti denni H. annuus cv. Peredovik —
neinokulované a inokulované bez ptiznakli (24 h po inokulaci Plasmopara halstedii); 45-ti
denni L. sativa L., cv. Argeles a L. serriola (0724); 30-ti denni L. sativa L., cv. Cobham Green,;
40-ti denni C. sativus L., cv. Marketer a C. sativus L., cv. Stela.

Vzdy polovina rostlin byla vystavena teplotnimu stresu v inkubatoru pfi teploté 42°C po
dobu 2 hodin. Odbér byl proveden ve dvou etapach, po 4 hodinach od ukonceni teplotniho
stresu a po 24 hodinach od ukonceni teplotniho stresu. Druha polovina rostlin slouzila jako

kontrola.

6. Pouzité metody

6.1. Slot Blot

Technika Slot Blot se pouziva jako kvalitativni metoda pro rychly screening velkého
mnozstvi vzorkll nebo také pro semi-kvantitativni stanoveni koncentrace proteinli v surovém
extraktu. Pro pfenos proteini na membranu se vyuziva prostd difize za pomoci vakua.
Nevyzaduje tedy -elektroforetické rozdéleni v gelu a naslednou imobilizaci proteinli na
membranu pomoci jednosmérného elektrického proudu. Proteiny fixované na membrané jsou
dale detekovany imunochemicky.

Pomoci metody Slot Blot bylo stanoveno vhodné fedéni krali¢iho séra obsahujiciho
primarni protilatku proti GSNOR, a to tak, ze do jamek kazety (6 sloupct, fadky A-H) byly
naneseny ruzné koncentrace rekombinantniho proteinu GSNOR (8; 4; 2; 1; 0,5; 0,1; 0,05;
0,01 ug proteinu v jamce). Po naneseni proteinu GSNOR na nitrocelulosovou membranu s
vyuzitim vakuové vyvévy a inkubaci s blokovacim roztokem, byla membrana rozdélena na
prouzky obsahujici protein GSNOR ve zvolené koncentra¢ni fad¢. Jednotlivé prouzky byly
inkubovany s primarni protilatkou ziedénou: 100x, 500x, 1000x, 2500x, 5000x, 10000x. Pro
detekci proteini GSNOR byla pouzita sekundarni protilatka znacena peroxidasou (HRP).
Detekce byla realizovana s vyuzitim substratu HRP 4-chlornaftolu.

Roztoky pro blokaci, imunodetekci a detekci peroxidasové aktivity jsou uvedeny v

kapitole 6.3. Western blot.
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6.2. SDS-PAGE

Metoda SDS-PAGE je zaloZena na schopnosti proteind vazat dodecylsulfat sodny
(SDS) pomoci hydrofobni interakce. Velké mnozstvi navazaného SDS zpiisobuje, Ze naboje
postrannich zbytk®i aminokyselin jsou zanedbatelné vii¢i naboji sulfatovych skupin, které jsou
pii biologicky relevantnich hodnotach uplné disociované. SDS dava proteiniim uniformni naboj,
dochazi k jejich migraci k anod¢€, pricemz jejich pohyblivost zavisi na velikosti molekuly.
Povrchovy naboj proteini v pritomnosti SDS také vede k rozruseni k jejich kvarterni struktury,
proto lze pozorovat pouze podjednotky sloZzenych proteini.

Separace proteinti byla provedena SDS-PAGE v 10% délicim polyakrylamidovém gelu,
pH 8,8 a v 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8. Nejprve déleni probihalo pii
konstatnim napéti 120 V, po doputovani zéony bromfenolové modfi na rozhrani zaostfovaciho a

déliciho gelu bylo napéti zvyseno na 180 V.

Piiprava vzorka pro SDS-PAGE

Vzorek proteinu byl smichan v poméru 1:1 se vzorkovacim pufrem. Poté byl vlozen do
inkuba¢ni 1lazn€ a 5 minut inkubovan pfi teploté 100°C. Po zchladnuti bylo naneseno 20 ul nebo
40 pl (dle tloustky pouzitych skel, 20 ul — skla 0,75 mm, 40 ul - skla 1,5 mm (pouzity pro
experiment lokalizace GSNOR metodou Western blot v extraktech vybranych rostlin))
pfipraveného vzorku do jamky elektroforetické komtirky. V pfipadé standardu molekulové

hmotnosti (BioLabs) bylo do jamky naneseno 5 ul bez inkubace pfi teploté 100°C.

Slozeni komeréniho Laemmliho vzorkovaciho pufru (Bio-Rad) : 62,5 mM Tris-HCI, pH
6,8; 2% SDS, 25% glycerol, 0,01% bromfenolova mod#; ptiprava vzorkovaciho pufru: 950 pl

vzorkovaciho pufru + 50 pl B-merkaptoethanolu

Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit komer¢ni standard Protein-Ladder 10-
250 kDa (BioLabs). Jedna se o smés dvanacti vysoce purifikovanych rekombinantnich proteint,
které se pii analyze metodou SDS-PAGE a obarveni Coomassie Brilliant Blue rozdéli na jasné
identifikovatelné ostré bandy. Tento marker je vhodny pro pfesné urceni molekulové hmotnosti
metodou SDS-PAGE. Bandy o velikosti 25 a 80 kDa maji trojitou intenzitu, slouzi jako

referen¢ni indikatory.

Roztoky pro SDS-PAGE
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V Tab. 4 je uveden rozpis roztokl na piipravu 2 geli pro skla o velikosti 0,75 mm.

Tab. 4 SloZeni separacniho a zaostfovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS I,5M 0,5M H,O SDS TEMED 10%
30%/0,8% Tris/HCl, Tris/HCI, APS
pH 8,8 pH 6,8
Délici 10% 3,4 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07
Zaostfovaci 1,3 - 2,5 5,9 0,2 0,02 0,12
4%

Elektrodovy puft : 0,025 mol-1" Tris/HCI, 0,192 mol-1" glycin, 0,1% SDS, pH 8,3

K barveni gelt na proteiny byl pouzit komeréni roztok Biosafe Coomassie Stain (Bio-Rad).
Roztok neobsahuje methanol nebo kyselinu octovou, je proto vhodny pro barveni proteint

separovanych nativni elektroforézou i SDS-PAGE. Vyrobce udava citlivost az 8 ng proteinu.

6.3. Western blot

Metoda Western blot umoziuje prevedeni separovanych proteind z gelu na membranu
pomoci adsorpcnich nebo kovalentnich sil. Dilezitou vlastnosti membrany je jeji vazebna
kapacita, ta se pohybuje okolo 100-200 pg-cm™. PouZivané techniky prenosu zahrnuji kapilarni
a elektricky transfer. Pienos proteinii probiha 2 hodiny pii proudu 0,8 mA-cm™. Existuji dvé
moznosti usporadani metody. Prvni je tzv. ,semi-dry blotting®, ktery je vyuzivan pro svou
¢asovou nenarocnost. Gel je spolecné s membranou vloZzen mezi horizontalni uhlikové
elektrody. Druhé je usporadéani ,tank blotting™ s pln€¢ ponofenou membranou a gelem
v blotovacim pufru. Do blotovaci komtlrky obsahujici pfenosovy pufr se vlozi uzaviena kazeta
obsahujici nasledné sefazené slozky: porézni houbicka, filtracni papir, gel, membrana, filtracni
papir, porézni houbicka. Po pfenosu proteinli na membranu se provadi imunochemicka detekce.

Separované proteiny metodou SDS-PAGE byly pieneseny na nitrocelulosovou
membranu. Doba blotovani byla 2 hodiny. Po ukonéeni pfenosu byly proteiny vizualizovany
pouzitim barviva Ponceau S, které bylo zpétn¢ vymyto destilovanou vodou. Dale byla
membrana pies noc inkubovana ve 3% zelatiné v TBS, aby doslo k blokaci nespecifickych
vazebnych mist na membrané. Nasledovala inkubace po dobu 2 hodin s primarni polyklonalni
krali¢i protilatkou, ktera byla pfipravena proti rekombinantnimu proteinu GSNOR z templatu
sekvence GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur, ktery byl izolovany z E. coli. Redéni

primarni protilatky bylo 1:500 v 1% Zzelatiné v TBS, v pfipad¢ chemiluminiscence 1:2000 (pro
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experiment lokalizace GSNOR v extraktech vybranych rostlin byl pouzito fedéni 1:500). Po této
inkubaci se provadélo promyti roztokem Tween-20 v TBS (3x). V dalSim kroku byla provedena
2 hodiny inkubace se sekundarni protilatkou (anti-rabbit) znacenou detekovatelnou sondou, a to
bud’ s vazanou alkalickou fosfatasou nebo kienovou peroxidasou. Sekundarni protilatka byla
fedéna 1:16000. Membrana byla opét promyta roztokem Tween-20 v TBS (3x). K detekci byly
pouzity dvé metody, chemiluminiscence nebo detekce barevného produktu (chromogennim
substratem pro znaceni alkalickou fosfatasou se jednalo o NBT-BCIP, pro peroxidasu o 4-
chlornaftol). Membrany s barevnym produktem byly vyfoceny dokumenta¢nim zafizenim
BioSpectrum AC Chemi 410. V piipadé chemiluminiscence byla membrana inkubovana 5
minut s luminolem a detekce zafeni aktivovaného peroxidasou byla provedena na fotograficky
film, ktery byl poté vloZzen do automatického vyvolavaciho pfistroje. Vyhodnoceni bylo

provedeno denzitometricky.

Roztoky pouzité pro metodu Western blot

1% zelatina v TBS

3% zelatina v TBS

Barvici pufr pro NBT-BCIP: 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,

Barvici roztok s 4-Cl-naftolem: 4 mg 4-Cl-1-naftol, 2,5 ml vychlazeného methanolu, 12,5 ml
0,1 M Tris/HCI, pH 7 a 20 pl 26% H,0,

Barvici roztok s Ponceau S : 0,2% Ponceau S, 10% (v/v) kyselina octova

Blotovaci puft: 0,025 mol-1" Tris, 0,192 mol-I"' glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3

Komer¢ni luminol (Santa Cruz Biotechnology): roztok A a roztok B v poméru 1:1

Pracovni pufr pro imunodetekci (TBS): 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5

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

6.4. Extrakce

Pro pfipravu extraktu byl rostlinny material byl homogenizovan v tekutém dusiku
v tfeci misce s extrakénim pufrem (50 mM Tris, 0,1 mM EDTA Na', 0,2% (v/v) Triton X-100,
2mM DTT, 1 mM PMSF) v poméru 1:2 (1 g rostlinného materialu : 2 ml extrakéniho pufru).
Extrakt byl centrifugovan 20 minut pii 16000 g a teploté 4 °C. Supernatant byl pfecistén na
kolonce NAP-10 nebo NAP-5 (dle objemu supernatantu). K ekvilibraci kolonky byl pouzit
10 mM Na-fosfatovy pufr, pH 6,8. Po ekvilibraci byl nanesen vzorek a po vsaknuti vzorku byl
nanesen 50 mM K-fosfatovy pufr, pH 7,8. Bylo odebrano 1,5 ml eluatu, poté byla kolonka

promyta destilovanou vodou.
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6.5. Spektrofotometricka stanoveni

6.5.1. Stanoveni aktivity GSNOR

Aktivita GSNOR byla stanovena spektrofotometricky pii 25 °C sledovanim oxidace
NADH pii 340 nm.

Me¢fteni bylo provadéno v 96-ti jamkovych mikrodestickdch. Do jednotlivych jamek
bylo napipetovano: 225 pl reakéniho pufru, 15 pl extraktu, 30 pl NADH. Reakce byla
startovana ptidavkem 30 pl GSNO. V piipadé¢ blanku se misto GSNO ptidalo 30 pl destilované
vody.

Roztoky pro méteni aktivity

Reakéni pufr : 20 mM Tris, 0,5 mM EDTA Na', pH 8
2 mM NADH

4 mM GSNO

6.5.2. Stanoveni obsahu proteinii metodou Bradfordové

Mefeni se opé€t provadélo v 96-ti jamkovych mikrodestickach. Do jednotlivych jamek
bylo napipetovano: 45 ul deionizované vody, 5 ul extraktu nebo standardu BSA o piislusné
koncentraci a 200 pl pracovniho ¢inidla Bradfordové. Po inkubaci, ktera trvala 5 minut, byla na
readru zméfena absorbance pti 595 nm. Kalibra¢ni standardy BSA mély koncentraci od 0,2 do

1,2 mgml”.

Roztoky pro stanoveni a barveni proteinu

Cinidlo Bradfordové: pracovni roztok — zasobni roztok Coomassie Brilliant Blue natedény
dH,O v poméru 1:4, zasobni roztok — 50 mg Coomasie Brilliant Blue G250, 25 ml methanolu,

50 ml 85% kyseliny fosfore¢né.

6.6. Priprava S-nitrosoglutathionu

Podle metodiky uvedené v praci Moore & Mani 2003 byl pfipraven S-nitrosoglutathion.
Bylo navazeno 614 mg glutathionu (2 mmol, MW=307,3) a rozpusténo ve 3 ml 0,5M HCI.
Roztok byl vychlazen na ledové lazni. Poté byla k roztoku pifidana navazka 138 mg NaNO, (2
mmol, MW = 69). Reakéni smés byla ponechana 40 minut v ledové lazni. Vznikla ¢ervena

srazenina byla odsata na filtranim papife v Biichnerové nalevce a promyta 2x 10 ml ledové
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vychlazené deionizované H,O, 2x 10 ml ledové vychlazeného acetonu, 2x 10 ml ledove
vychlazeného diethyletheru. Promyta sraZenina byla seSkrabana z filtra¢niho papiru, vloZena do
alobalu (GSNO je nutné uchovavat ve tmé) a dosusena v exikatoru. Po dosuseni byl produkt

zmrazen.

8. Zavér

24

2. Molekulova hmotnost rekombinantni GSNOR stanovena SDS-PAGE je 48 kDa.

3. Pro detekci GSNOR je vhodna sekundarni protilatka znac¢ena alkalickou fosfatasou (AP).

Nejcitlivejsi je chemiluminiscenéni detekce (sek. Ab znacena peroxidasou (HRP), luminol).

Metoda Mez detekce
HRP (4-Cl naftol) 0,1 pg proteinu
AP (NBT-BCIP) 0,01 pg proteinu
HRP (luminol, 5 s expozice) 0,1 pg proteinu
HRP (luminol, 30 s expozice) 0,01 pg proteinu
HRP (luminol, 60 s expozice) 0,001 pg proteinu

4. Pripravena protilatka je specificka pro detekci GSNOR v rostlinadch Solanum spp.

5. U vétSiny testovanych rostlin dochazi k navySeni aktivity GSNOR v misté poranéni rostliny
(v listu) a rovnéz také ve vzdalengjSich castech rostliny (kofen). Intenzita zmény aktivity

GSNOR v reakci na mechanické poskozeni se 1isi u jednotlivych rostlin.

6. Teplotni stres inicioval narist GSNOR aktivity v celé rostliné. Dynamika zmén GSNOR

aktivity byla rozdiln4 u jednotlivych studovanych modelovych rostlin a jejich castech.

7. V ptipad¢ biotického stresu byla prokazana vyssi GSNOR aktivita u infikovanych rostlin pro

které je charakteristicky i vyrazné vyssi narist GSNOR aktivity po teplotnim stresu.
8. V ramci diplomové prace bude realizovana detailni studie tlohy GSNOR v reakci na

abioticky a bioticky stres. Dale bude provedena imunohistochemicka detekce GSNOR u 3
genotypt Solanum spp..
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Glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
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