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CÍLE PRÁCE 

Cílem teoretické části diplomové práce bylo zpracování nových poznatků týkajících se 

úlohy reaktivních forem dusíku ve vývoji rostlin za fyziologických i stresových 

podmínek se zaměřením na studium úlohy S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)  

a současně zpracovat nově publikované poznatky týkající se procesu S-nitrosylace  

a nitrace proteinů. 

V experimentální části bylo cílem studium úlohy S-nitrosoglutathionreduktasy  

a reaktivních forem dusíku v procesu vývoje kořene s využitím modulátorů aktivity 

GSNOR (inhibitor, donor a lapač oxidu dusnatého) za fyziologických podmínek  

i v případě vystavení rostliny salinitního stresu. 

 

1. Stanovení fyziologických parametrů klíčních rostlin (délka a hmotnost kořenů  

a nadzemních částí) 

2. Histochemická detekce produkce RNS v apikální části kořene 

3. Stanovení aktivity GSNOR a exprese GSNOR  

4. Sledování hladiny S-nitrosothiolů  
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1. ÚVOD  

Klíčení je důležitý proces, při kterém dochází k obnovení metabolické aktivity semen. 

Významnými morfologickými změnami, které se dějí vlivem specifických podmínek  

(teplota, obsah kyslíku, intenzita světla), je umožněno nasávání vody, čímž je zahájen 

proces klíčení. Dochází k prodlužování buněk radikuly a hypokotylu embrya. Rostoucí 

embryo (klíční rostlina) musí vyvinout mechanickou sílu na prorůstání radikuly  

a plumuly půdním substrátem.  

Již od roku 1979, kdy byl oxid dusnatý (NO) detekován v rostlinných buňkách, je 

studován jeho významný účinek v rostlinných systémech za fyziologických i stresových 

podmínek. V mnoha studiích bylo prokázáno široké spektrum regulačních funkcí NO, 

který se podílí na regulaci klíčení semen, růstu rostliny, vývoji kořenového systému, 

pohybu svěracích buněk a hraje důležitou roli v obranných reakcích aktivovaných 

různými stresovými faktory. Často pod kontrolou rostlinných hormonů působí oxid 

dusnatý jako druhý posel v souvislosti s řadou signálních reakcí v rostlině.  

Oxid dusnatý jako velmi reaktivní molekula, reaguje s glutathionem za vzniku  

S-nitrosoglutathionu (GSNO), který je považován za hlavní rezervoár NO v buňce, 

schopný generovat S-nitrosylované proteiny. Buněčná úroveň tohoto 

nízkomolekulárního S-nitrosothiolu je řízena evolučně konzervativním, cytosolovým 

enzymem S-nitroglutathionreduktasou, který katalyzuje NADH-dependentní redukci 

GSNO. Tento enzym prostřednictvím přeměny GSNO významně ovlivňuje homeostázu 

oxidu dusnatého a hladinu dalších S-nitrosothiolů. Proto jsou v posledních letech 

intenzivně studovány dráhy oxidu dusnatého a reaktivních forem dusíku a dále  

S-nitrosylace proteinů v souvislosti s aktivitou GSNOR. 

S-nitrosylace jako posttranslační modifikace poskytuje S-nitrosothioly (RSNO), 

proteiny na jejichž –SH skupiny cysteinů je napojen NO. RSNO se významným 

způsobem zapojují v regulaci signálních drah, jsou v biologických systémech 

považovány za donory NO a účastní se reakcí zabraňujících oxidativnímu stresu 

v rostlinách.  
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Reaktivní formy dusíku 

Oxid dusnatý je velmi reaktivní malá molekula, od které jsou odvozené další biologicky 

aktivní molekuly, souhrnně označované jako reaktivní formy dusíku (RNS, reactive 

nitrogen species). Mezi RNS patří veškeré oxidy dusíku, peroxynitrit (ONOO
-
)  

a S-nitrosothioly (RSNOs). Volný radikál NO také poskytuje NO
 –

 nebo NO 
+
 ziskem  

či ztrátou elektronu. Reaktivní formy dusíku jsou přehledně shrnuty v tab. 1.  

 

Tab. 1: Přehled reaktivních forem dusíku a jejich zdroje v buňkách (převzato a upraveno 

Hill et al., 2010) 

Název Vzorec Intracelulární zdroje 

Oxid dusnatý NO sGC, CcOx, thiolový radikál (RS·) 

Nitroxyl HNO nebo NO⁻ Přechodné kovy, nukleofily (např. thioly) 

Nitrosoniový iont NO⁺ Thiolátový aniont 

Nitrit NO₂⁻ Hem 

Nitrát  NO₃⁻ 
 Oxid dusitý N₂O₃ Thioly, aminy 

Oxid dusný N₂O 

 Oxid dusičitý NO₂ nebo NO₂ Thioly, fenoly (tyrosin) 

Peroxynitrit ONOO⁻ nebo ONOOH Thioly, přechodné kovy 

Peroxynitrát O₂NOO⁻ ? 

Nitrosoperoxokarbonát ONOOCO₂ Převážně tyroxin 

Hydroxylamin NH₂OH 

 Amoniak NH₃   

 

Zvýšená produkce RNS může mít dva hlavní efekty v buňce: 1. zapojení  

v signalizačních procesech, pokud je produkce RNS pod buněčnou kontrolou;  

2. nitrooxidativní poškození cílových molekul, v případě že RNS jsou produkovány 

v nadbytku, což může vést až k patologickým projevům (Corpas et al., 2008a;  

Rubbo a Radi, 2008; Wang et al., 2006; White et al., 2010). Funkce RNS v rostlinných 

buňkách jsou velmi rozmanité a komplexní, protože se podílejí na mnoha různých 

fyziologických procesech. 

 

2.1.1 Mechanismy vzniku a odbourávání RNS 

Molekulární mechanismy odpovědné za syntézu NO v rostlinách jsou stále předmětem 

studia a diskuze. Hlavní produkce NO u savců je zprostředkována NADH dependentní 

oxidací L-argininu (Arg) na L-citrulin za pomocí enzymu NO synthasy (NOS,  

EC 1.14.13.39) (Alderton et al., 2001). NO synthasy jsou hemoproteiny příbuzné 

s cytochromy P450. Syntéza NO pomocí NOS je závislá na dostupnosti prostetických 
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skupin, jako je kalmodulin a také čtyř dalších kofaktorů (hem, FAD, FMN  

a tetrahydropterin). V živočišných buňkách byly identifikovány tři odlišné izoformy 

tohoto enzymu. Patří sem endoteliální NOS (eNOS), neuronální NOS (nNOS)  

a indubicilní NOS (iNOS) (Kavya et al., 2006, Kone et al., 2003). Byla provedena řada 

studií s cílem potvrdit přítomnost NOS v rostlinách. Inhibitory savčích NOS byly 

úspěšně použity k blokování produkce NO v rostlinách a byla prokázána tvorba  

L-citrulinu z Arg (Del Río et al., 2004; Gupta et al., 2011). Detekovaná NOS aktivita  

u rostlin je v odborných článcích uváděna jako NOS-like aktivita (Delledonne et al., 

1998; Durner et al., 1998; Besson-Bard et al., 2008; Corpas et al., 2009a). Přelomovou 

se stala studie Foresi et al. (2010) charakterizující NOS ze zelené řasy Ostrococcus 

tauri z třídy Prasinophyceae. 

Za hlavní zdroj NO v rostlinách je považována redukce nitritů (NO2
-
), která může 

probíhat neenzymovými i enzymovými mechanismy. K neenzymové redukci nitritu 

dochází spontánně v apoplastu a probíhá v důsledku kyselých podmínek za přítomnosti 

kyseliny askorbové nebo fenolů (Bethke et al., 2004). Redukce nitritu enzymovou 

cestou zahrnuje reakci katalyzovanou nitrit:NO reduktasou (Ni:NOR, EC 1.7.2.1) 

v plazmatické membráně (Stöhr et al., 2001) a reakci katalyzovanou nitrátreduktasou 

(NR, EC 1.7.1.1) v cytosolu (Yamasaki et al., 1999; Rockel et al., 2002). Primární 

úlohou NR v rostlinách je asimilace dusíku přes NAD(P)H dependentní redukci nitritu, 

který je následně redukován na amonné ionty nitrit reduktasou (NIR, EC 1.7.1.4).  

NR také může katalyzovat přeměnu nitritu na NO. Účinnost NR v produkci NO je však 

nízká a lze předpokládat, že není relevantní za fyziologických podmínek (Yamasaki  

et al., 1999; Rockel et al., 2002). Hlavní role NR v syntéze NO je produkce nitritu, 

který je následně redukován na NO s využitím elektronů z mitochondriálního 

respiračního řetězce (Modolo et al., 2005).  

Snížení mitochondriální aktivity nitrity bylo detekováno v různých druzích rostlin, 

v řase Chlorella sorokiniana, v suspenzi buněk tabáku a v mitochondriích izolovaných 

z kvasinek a živočišných buněk (Castello et al., 2006; Modolo et al., 2005; Gupta et al., 

2005). Tyto výsledky naznačují existenci společného Arg-nezávislého mechanismu pro 

produkci NO v živých organismech. Kromě mitochondriálního řetězce je redukce nitritu 

na NO umožněna pomocí elektronových transportérů chloroplastů (Jasid et al., 2006).  

V poslední době byla prokázána úloha polyaminů v produkci NO v rostlinách  

(Tun et al., 2006). Arginin jako biosyntetický prekurzor polyaminů může nepřímo 

ovlivňovat tvorbu NO nezávisle na NOS aktivitě, jak bylo zjištěno studiem Arabidopsis 
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mutantů postrádajících arginasovou aktivitu (EC 3.5.3.1) (Flores et al., 2008). Další 

navrhovaný mechanismus pro rostlinnou biosyntézu NO zahrnuje hydroxylaminy 

(Rumer et al., 2009). Exogenní dodávky hydroxylaminu ke kulturám tabákových buněk 

vedou k uvolňování NO. Fyziologický význam tohoto účinku zůstává nejasný,  

protože přirozený výskyt hydroxylaminu v rostlinách nebyl dosud jednoznačně 

prokázán (Gupta et al., 2011).  

 
Obr. 1: Produkce a degradace oxidu dusnatého (převzato ze Salgado et al., 2013) 

 

NO může reagovat neenzymově se superoxidovým aniontem za vzniku peroxynitritu, 

jedná se o významnou reakci v signalizaci, homeostázi NO a tím i v mechanismu 

degradace NO (Radi et al., 2002). Nedávné studie ukázaly, že vnější NAD(P)H 

dehydrogenasy (EC 1.6.99.1) z rostlinných mitochondrií jsou důležitým zdrojem tvorby 

superoxidu, který může reagovat s přítomným NO, což vede k mitochondriální 

degradaci NO (de Oliveira et al., 2008;. Wulff et al., 2009). ONOO
-
 je následně 

enzymově degradován na dusitan pomocí peroxiredoxinu (Prx, EC 1.11.1.15). Ve studii 

Romero-Puertas et al. (2007) byla prokázána inhibice Prx II E aktivity S-nitrosylací, 

což vede k inhibici degradace ONOO
-
, tzn. S-nitrosylace reguluje hladinu 

intracelulárního ONOO
-
. 

Oxid dusnatý reaguje s redukovaným glutathionem (GSH), kdy dochází ke vzniku  

S-nitrosoglutathionu (GSNO), významného nízkomolekulárního S-nitrosothiolu. GSNO 

je hlavní zásobárnou NO a donorem NO v buňkách (Lindermayer et al., 2005;  

Liu et al., 2001). Intracelulární hladina GSNO je regulována enzymem  

S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR, EC 1.1.1.1).  
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Oxid dusnatý se může vázat na hemové skupiny rostlinných hemoglobinů. Bylo 

prokázáno, že okysličené třídy 1 nesymbiotických hemoglobinů (Hb) katalyzují 

přeměnu NO na dusičnany (Igamberdiev et al., 2005). Tyto hemoglobiny hrají důležitou 

roli v degradaci NO zejména za hypoxických podmínek.  

 

Tab. 2: Lokalizace produkce NO v rostlinných buňkách (zpracováno podle Fröhlich  

a Durner 2011). 

Lokalizace produkce NO Typ produkce NO 

Buněčná stěna Neenzymová produkce 

Plazmatická membrána Nitrit:NO reduktasa, vázaná na PM 

Apoplast Polyaminooxidasa 

Cytosol Nitrátreduktasa 

NADPH:nitrátreduktasa 

Hemoproteiny/proteiny obsahující molybden jako 

kofaktor/Fe-S klastry 

Mitochondrie Arginin-dependentní tvorba NO 

GSNO 

GSNOR 

Elektronový transportní řetězec 

Chloroplasty Arginin-dependentní tvorba NO 

GSNO 

GSNOR 

Peroxisomy Arginin-dependentní tvorba NO 

GSNO 

GSNOR 

Hemoproteiny/proteiny obsahující molybden jako 

kofaktor/Fe-S klastry 

Katalasa 

Xanthinoxidoreduktasa 

Endoplazmatické retikulum Hemoproteiny/proteiny obsahující molybden jako 

kofaktor/Fe-S klastry 

2.1.2 Oxidu dusnatý 

Oxid dusnatý je neutrální molekula malých rozměrů vyskytující se v živočišných  

i rostlinných buňkách. Jedná se o reaktivní volný radikál s nepárovým elektronem,  

který je stabilizován dvěma mechanismy: 1. reakcí s partnery obsahující také nepárové 

elektrony nebo 2. interakcí s d–orbitaly přechodných kovů, nejčastěji železa  

(Thomas et al., 2003). 

NO je molekula s velmi krátkou dobou života, která je dobře rozpustná 

v hydrofobním prostředí. Tato vlastnost umožňuje jeho volnou difúzi přes biologickou 

membránu z jednoho prostoru do druhého (Lancaster, 1997). Poprvé byla přítomnost  

a funkce NO popsána u savců, kde se účastní důležitých procesů, např. vasorelaxace, 

neurotransmise, cytotoxicity a regulace imunitního systému. Přítomnost NO 
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v rostlinných buňkách, kde hraje významnou roli ve fyziologických i patologických 

procesech, byla poprvé zaznamenána v roce 1979 (Klepper, 1979).  

Oxid dusnatý jako redoxně aktivní molekula hraje klíčovou roli v širokém spektru 

fyziologických a vývojových procesů, jako je kontrola klíčení semen, růst listů, rozvoj 

adventních kořenů, vývoj květu, uzavírání průduchů a reakce na biotické a abiotické 

stresové podmínky (Neill et al., 2002; Pagnussat et al., 2002; Hong et al., 2008; Wilson 

et al., 2008; Leitner et al., 2009). Jako klíčový regulátor také zprostředkovává 

senescenci listů a buněčnou smrt u vyšších rostlin (Guo a Crawford, 2005; Zago et al., 

2006). Bylo prokázáno, že NO reguluje řadu fyziologických dějů několika způsoby, buď 

přímo ovlivněním transkripce genů (Huang et al., 2002; Wang et al., 2002;  

Polverari et al., 2003; Parani et al., 2004; Shoulars et al., 2008) nebo prostřednictvím 

interakce s dalšími malými biomolekulami. Příkladem je reakce NO s peroxidem 

vodíku (H2O2) nebo dalšími reaktivními formami kyslíku (ROS, reactive oxygen 

species) (Beligni et al., 2002; Guo a Crawford, 2005). Ve studii Delledonne et al. 

(2001) bylo zjištěno, že NO v kombinaci s H2O2 umožňuje po rozpoznání patogenu 

spuštění buněčné smrti ve spojení s hypersenzitivní reakcí (HR).  

 

Tab. 3: Funkce oxidu dusnatého v rostlinném systému (podle Piterkové et al., 2008) 

Funkce   

Fyziologické pochody růst a vývoj 

 

klíčení 

 

vývoj kořenové systému 

 

pohyb svěracích buněk průduchů 

 

senescence a programovaná buněčná smrt 

 

lignifikace buněčné stěny 

 

metabolismus buněčných organel 

Funkce v buněčných organech   

Chloroplasty biosyntéza chlorofylu, fotofosforylace 

Mitochondrie regulace cytochromu c oxidasy 

Peroxisomy regulace katalasy a askorbátperoxidasy 

Cytosol regulace akonitasy 

Biotický stres programovaná buněčná smrt 

 

hypersenzitivní reakce 

 

systémová odezva 

Abiotický stres poranění 

 

sanilita 

 

vysoká teplota 

 

sucho 

  těžké kovy 
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Jako jeden z nejmenších diatomických molekul vykazuje NO dobrou rychlost difúze 

přes hydrofobní a hydrofilní prostředí, které usnadňuje jeho interakce s biomolekulami 

a jinými sloučeninami v okolních buňkách (Stämler et al., 1992). NO a jeho deriváty 

mohou reagovat s thioly, tyrosinovými zbytky, kovovými centry a reaktivními formami 

kyslíku (Stämler et al., 2001; Radi et al., 2013). Reakce se superoxidovým aniontem  

za vzniku peroxynitritu je jedna z nejvýznamnějších biologických reakcí (Ferrer-Sueta  

a Radi, 2009). V aerobním prostředí NO reaguje s molekulárním kyslíkem, kdy dochází 

k jeho pomalé oxidaci za vzniku oxidu dusičitého (NO2) (Hill et al., 2010). 

 

2.1.3 Peroxynitrit 

Peroxynitrit (ONOO
-
) je nitrační sloučenina a silný oxidant, který vzniká 

neenzymovou reakcí mezi dvěma volnými radikály – superoxidovým aniontem  

a oxidem dusnatým – ve stereochemii 1:1. Tato reakce je jedna z nejrychlejších reakcí 

známá v biologii s rychlostní konstantou 4 – 16 x 10
9
 M

1
.s

-1 
(Ferrer-Sueta a Radi, 2009). 

ONOO
-
 je reaktivní forma dusíku s relativně krátkou dobou života ve fyziologickém 

rozmezí pH a teploty. Tato sloučenina snadno migruje přes biologické membrány  

a interaguje s cílovými molekulami a jejich okolím v okruhu jedné nebo dvou buněk 

(Szabó et al., 2007). 

Přestože byla tvorba ONOO
-
 prokázána in vivo v rostlinných buňkách, jeho úloha 

v průběhu fyziologických reakcí rostlin není stále plně objasněna (Saito et al., 2006;  

Corpas et al., 2009b). Detekce tyrosin-protein nitračních procesů však umožňuje 

předpoklad, že peroxynitrit vzniká při různých stresových reakcích rostlin ve spojení 

s patofyziologickými mechanismy. Ve studii Altug et al. (1999) realizované in vitro 

byla prokázána cytotoxicita peroxynitritu. V porovnání s rostlinnými buňkami byla 

detekována v živočišných buňkách významně výraznější toxicita ONOO
-
, která má 

důležitou roli např. v procesu patogeneze u řady lidských onemocnění. 

Zvýšená tvorba peroxynitritu přispívá k oxidativním a nitrosativním stresům 

v různých biologických systémech (Arasimowicz – Jelonek et al., 2011). Ze stále více 

studií vyplývá, že peroxynitrit nemůže být považován pouze za mediátor buněčné 

dysfunkce, ale chová se také jako silný modulátor redoxní regulace v různých 

signálních transdukčních drahách buňky (Liaudet et al., 2009).  

Přítomnost peroxynitritu může mít vliv na cílové molekuly buď přímo, 

prostřednictvím jedno- či dvouelektronové oxidační reakce nebo nepřímo 

prostřednictvím tvorby vysoce reaktivních radikálů. Velmi rychlá reakce peroxynitritu 
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je s oxidem uhličitým za vzniku uhličitanových (CO3
2-

.) a dusičnanových (NO3
-
.) 

radikálů. Peroxynitritový anion je v pH-dependentní protonové rovnováze 

s kyselinovou peroxynitritovou (ONOOH) a dále prostřednictvím hemolytického 

štěpení poskytuje radikál oxidu dusičitého a hydroxylový radikál (Virag et al., 2003). 

V biologických systémech může být reakce relevantní zejména v hydrofobní fázi, kdy 

dochází k iniciaci peroxidace lipidů a nitračních procesů (Radi et al., 1991,  

Szabó et al., 2007). Tímto způsobem může peroxynitrit a od něj odvozené sloučeniny 

zacílit mnoho buněčných molekul jako jsou zbytky tyrosinu, thioly, DNA molekuly  

i fosfolipidové mastné kyseliny. 

Již v pilotních studiích byla prokázána interakce NO s reaktivními kyslíkovými 

radikály vedoucí k tvorbě peroxynitritu v průběhu různých stresových reakcí i u rostlin  

(Durner a Klessig, 1999; Bolwell, 1999). Možná úloha peroxynitritu v reakci na stres 

způsobený rostlinným patogenem byla studována v práci Alamillo a Garcia-Olmedo 

(2001). Tato studie dokumentuje buněčnou smrt buněk Arabidopsis způsobenou 

peroxynitritem v oblasti listu naočkovaného avirulentní Pseudomonas syringae  

pv. Phaseolicola. Ve studii Saito et al. 2006 byl detekován vznikající intracelulární 

ONOO
-
 v tabákových buňkách BY-2 ošetřených INF1 elicitinem pomocí 

aminofenylfluoresceinu (APF). Gaupels et al. (2011) sledoval přítomnost ONOO
-
  

u Arabidopsis po infekci avirulentním P. syringae. Dále byla produkce peroxynitritu 

prokázána např. v kořenech Arabidopsis vystavených salinitnímu stresu (Corpas et al., 

2009a). 

Peroxynitrit je toxičtější než NO nebo superoxidové molekuly (Szabó, 2003). 

Potenciální dráhy odbourání nadbytečného peroxynitritu v rostlině jsou shrnuty  

na obr. 2. V živočišných buňkách hrají důležitou roli v inaktivaci ONOO
-
 askorbáty  

(Arteel et al., 1999). V rostlinných buňkách je kyselina askorbová (AsA) kvantitativně 

dominantní antioxidant (Smirnoff, 2000), a i zde se podílí na rozkladu ONOO
-
. Další 

hojně zastoupenou skupinou sloučenin, které jsou zapojeny v ochraně rostlinné buňky  

před toxickým účinkem peroxynitritu, jsou flavonoidy. Bylo pozorováno pomocí  

in vitro experimentů, že katecholová skupina v B kruhu a hydroxylová skupina  

v poloze 3 kaempferolu a galantinu jsou silnými lapači ONOO
-
 (Heijnen et al., 2001).  

Také vitamin E, složený z α-, β- a γ- tokoferolu, hraje důležitou roli při ochraně 

biologických membrán před oxidativním stresem indukovaným peroxynitritem  

(Ducrocq et al., 1999). Další potenciální detoxikační dráha může spočívat v reakci 

peroxynitritu s GSH za vzniku S-nitrosothiolů (Moro et al., 1994). Mechanismus tvorby 
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GSNO pravděpodobně zahrnuje homolytické štěpení ONOO
-
 při neutrální hodnotě pH, 

čímž se získá NO2, který nitrosyluje thioly (Moro et al., 1994). Podobný mechanismus 

rozkladu reaktivních forem dusíku byl sledován u rostlin slunečnice napadených 

Plasmopara halstedii, kdy byl proces tyrosinové nitrace doprovázen zvýšením hladiny 

S-nitrosothiolů nezávislých na enzymově zvýšené produkci NO (Chaki et al., 2009a). 

Biologicky účinnou detoxikační drahou peroxynitritu in vivo je reakce GPx s ONOO, 

kdy GPx soutěží s thioly o reakci s ONOO
-
 (Arteel et al., 1999). V mechanismu 

inaktivace ONOO
-
, může být zapojen i selenocystein ve struktuře glutathion-peroxidasy  

(GPx, EC 1.11.1.9.) (Sies et al., 1997).  

Dlouhodobé vystavení buněk stresovým faktorům vede k postupné a trvalé 

nadprodukci ONOO
-
, což vyvolává škodlivé účinky v rostlinných buňkách.  

Jasid et al. (2006) pokázal, že peroxynitrit kromě oxidace chloroplastových proteinů  

a lipidů, snižuje také vývoj kyslíkui fluorescenční výtěžek fotosystému II (PSII). Dále 

bylo zjištěno, že specifická místa pro inhibici peroxynitritem v PSII jsou 

v plastochinonu Qa Fe
2+

 na akceptorové straně PSII (Gonzalez-Perez, 2008).  

 

Obr. 2: Možné dráhy zpracování nadbytečného peroxynitritu (převzato z Arasimowicz – 

Jelonek et al., 2011) 
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2.2 Posttranslační modifikace proteinů reaktivními formami dusíku 

Je známo, že kovalentní posttranslační modifikace ovlivňují a kontrolují funkci, 

strukturu, buněčnou lokalizaci a odbourávání proteinů. Nejlépe prostudovanými 

modifikacemi proteinů jsou N- a O-glykosylace, fosforylace a methylace lysinu. 

V posledních letech se studium posttranslačních modifikací zaměřuje na další 

kovalentní modifikace jako je acetylace, isoprenylace, sulfatace, ubikvitinace, 

sumolyace, glutathionylace, citrulinace a polyglutamylace, které mohou mít významnou 

úlohu v kontrole a funkci proteinů (Jensen, 2006; Hoffman et al., 2008). Mezi nejvíce 

prozkoumané nitrační a nitrosační modifikace in vivo patří nitrace tyrosinu za vzniku  

3-nitrotyrosinu a nitrosylace thiolových skupin cysteinů na S-nitrosocystein. Dříve byly 

tyto modifikace považovány za vedlejší produkt nadměrné a nekontrolované produkce 

RNS při určitých patologických procesech buněk. Aktuální znalosti však prokazují,  

že za normálních podmínek je nitrace bílkovin v biologických systémech regulována 

jako selektivní proces, kdy dochází ke kontrolované modifikaci malé skupiny proteinů 

pouze na jednom nebo omezeném počtu proteinových tyrosinu (Rubbo et al., 2008;  

Souza et al., 2008). 

 

2.2.1 Nitrace proteinů 

Nitrace je reakce, kdy dochází k vnesení nitroskupiny do ortho-polohy vůči hydroxylu 

na benzenové (aromatické) jádro. Často po navázání nitroskupiny na benzenové jádro 

tyrosinu dochází ke změně konformace modifikovaných proteinů a tím k ovlivnění 

jejich biologické aktivity. Touto modifikací dochází k významnému snížení jiného typu 

modifikace – fosforylace proteinů, čímž dochází k ovlivnění rychlosti přenosu 

informace v mnoha signálních drahách závislých na regulaci proteinů reverzibilní 

fosforylací. Se zvýšenou nitrací proteinů je spojena celá řada patologických procesů, 

kdy dochází ke zvýšené produkci RNS (Turko a Murad, 2002; Danielson a Andersen, 

2008). 

Při nitraci tyrosinu reagují s aminokyselinovými rezidui nitrační činidla. 

Nejvýznamnějšími nitrační činidla jsou oxid dusnatý, oxid dusičitý, peroxynitrit a látky 

odvozené od dusitanu. Následně tyto sloučeniny reagují s tyrosinem za vzniku 

nitrotyrosinu (nitroTyr). 
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Tab. 4: Přehled nejvýznamnější nitračních činidel in vivo (podle Hnízdová et al., 2009) 

Název Vzorec 

Mechanismus nitrace 

tyrosinu 

Příklad nitrovaného 

proteinu 

Oxid dusnatý NO Radikálový prostaglandinsynthasa 

Oxid dusičitý NO2 Radikálový sérový albumin 

Peroxynitrit ONOO
-
 Radikálový cytochrom c 

  

elektrofilní substituce 

 Kyselina dusitá HNO2 Radikálový sérový albumin 

Nitrylchlorid NO2Cl Radikálový sérový albumin 

 

Je známo, že nitrace proteinů je selektivní modifikace, která je ovlivňována třemi 

faktory: 1. lokalizace proteinů vzhledem k místu tvorby nitračních činidel, 2. množství 

proteinu a tyrosinových residuí, 3. primární sekvence v okolí tyrosinu (Ischiropoulos, 

2003).  

Jedním z nejvýznamnějších nitračních činidel je peroxynitrit, který přenáší NO2 

skupinu na aromatický kruh zbytku Tyr (Radi et al., 2013). Nedávné studie naznačují, 

že nitrace zbytků Tyr může být relevantní regulační mechanismus při odpovědi na 

abiotické a biotické stresové faktory v rostlinách. Zvýšené hladiny nitrace tyrosinu byly 

popsány např. v důsledku vystavení rostlin salinitnímu stresu, změnám ve světelných 

podmínkách u hrachu, olivových listů a suspenzní kultuře Taxus cuspidate  

(Corpas et al., 2008b; Valderrama et al., 2007; Gong a Yuan, 2005). Zvýšená nitrace 

byla prokázaná během progrese hypersenzitivní odpovědi u Arabidopsis thaliana  

a v suspenzích tabákových buněk BY-2 ošetřených houbovým elicitinem (Morot-

Gaudry-Talarmain et al., 2002; Saito et al., 2006). 

Nitrace tyrosinu jsou dobře prozkoumány ve zvířecích systémech, ale je stále málo 

poznatků o účincích v případě rostlin. Ve studii Melo et al. (2011) bylo prokázáno,  

že klíčový enzym glutaminsyntetasa (GS, EC 6.3.1.2) pro asimilaci dusíku 

v kořenových hlízách je regulována právě nitrací tyrosinu. Substrátem pro GS  

je glutamát (Glu), který je také prekurzorem pro syntézu GSH. Jelikož NO produkovaný 

v kořenových hlízách inhibuje GS, glutamát může být použit pro syntézu GSH,  

který hraje hlavní roli jako antioxidant v kořenových nodulech (Melo et al., 2011). 

 

2.2.2 S-nitrosylace proteinů 

S-nitrosylace proteinů je kovalentní a reverzibilní připojení NO na thiolové postranní 

řetezce cysteinů (Stämler et al., 1992). První zmínka o tomto procesu byla ve studii 

Stämler et al. (1992), kde byla popsána u sérového albuminu. Tato modifikace je stejně 
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jako fosforylace místně specifická, ale je více labilní než fosforylace (Hess a Stämler, 

2011). S-nitrosylace probíhá bez enzymové katalýzy a je klíčovou reakcí při regulaci 

funkce proteinů působením RNS nezávisle na cyklickém guanosinmonofosfátu (cGMP). 

Vznikající sloučeninou jsou vedle S-nitrosylovaných proteinů, také nízkomolekulární  

S-nitrosothioly. Nejvýznamějším nízkomolekulárním S-nitrosothiolem je  

S-nitrosoglutathion, který je zásobní a transportní formou NO in vivo (Carver et al., 

2005). S-nitrosylace cysteinových thiolů je schopna modifikovat aktivitu enzymu,  

např. zvyšovat, jak je tomu v případě thioredoxinu (Haendeler et al., 2002), nebo 

inhibovat, příkladem jsou isoformy kaspas (Kim et al., 1997).  

Mechanismů S-nitrosylace proteinů je celá řada, stále však se vedou diskuse o tom, 

který z nich převládá in vivo. Jedním z mechanismů je reakce nitrosoniového kationtu 

(NO
+
) s thiolem. Dalším možným vznikem RSNO je prostřednictvím např. N2O3 a N2O4  

(dimer NO2). Reakcí peroxynitritu s thioly dochází ke vzniku S-nitrosothiolů in vivo.  

 

Obr. 3: Mechanismy vzniku S-nitrosothiolů: Reakce NO s oxidanty (O2, O2
-
) vedou k vyšším 

oxidům dusíku, které reagují s redukovanými thioly (RSH) za vzniku radikálového 

meziproduktu RSNOH na S-nitrosothioly (RSNO). Přechodné kovy (Me) mohou působit jako 

katalyzátory S-nitrosylace nebo vést k tvorbě nitrosylačního činidla NO
+
 (upraveno podle  

Gow et al., 2004). 

 

Přímou reakcí oxidu dusnatého s thioly dochází ke vzniku radikálového 

meziproduktu, který může být v přítomnosti akceptoru elektronů přeměněn na RSNO 

(Gow et al., 1997). Tento mechanismus probíhá i v anaerobních podmínkách za účasti 

např. NAD
+
. 

RSH + NO → RS– N–O–H 

RS– N–O–H + O2 → RS–NO + O2 
- 
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V současné době se předpokládá, že S-nitrosylace určitého proteinu je odrazem 

intracelulárních hladin GSNO (Stämler et al., 1992; Lindermayr et al., 2005).  

S-nitrosoglutathion může přenášet část NO přímo na jiné thiolové skupiny. Tento 

proces se nazývá transnitrosylace (Liu et al., 2001).  

 

Obr. 4. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) a thioredoxin-h5 (TRXh5) regulují  

S-nitrosylaci proteinů v rámci imunitní signalizace u rostlin (převzato z Kneeshaw et al., 

2014). Jsou zobrazeny 2 třídy proteinů. Proteiny první třídy jsou S-nitrosylovány pomocí 

GSNO, jehož koncentrace je regulována GSNOR. Proteiny řazené do druhé třídy jsou  

S-nitrosylovány pomocí volného oxidu dusnatého a denitrosylace se účastní TRXh5/NTRA 

systém. Obě dráhy přispívají SA-dependentní genové expresi a imunitě. 

 

Proteomická analýza odhalila existenci řady proteinových kandidátů podléhajících  

S-nitrosylaci v rostlinách (Lindermayr et al., 2005; Romero-Puertas et al., 2008;  

Terrile et al., 2012; Kneeshaw et al., 2014; Yu et al., 2014; Begara-Morales et al., 

2015). V posledních letech se S-nitrosylace ukázala jako prototyp posttranslačních 

reakcí na bázi redoxních reakcí, potřebných pro imunitu rostliny (Spoel a Loake, 2011). 

Byla prokázaná S-nitrosylace klíčových proteinů, které se podílejí na indukci 

programované buněčné smrti a na transkripčním přeprogramování hostitelských buněk 

vedoucí ke změně odolnosti rostlin. Jako cíle pro S-nitrosylaci v rostlinách byly 

identifikovány např. glyceraldehyd-3-fosfát a metakaspasa 9 z cytosolu Arabidopsis. 
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Významná role S-nitrosylace methioninadenosyltransferasy 1 (enzym zapojený do 

biosyntézy etylenu) byla prokázaná v regulaci produkce etylenu (Leitner et al., 2009). 

Dalšími známými proteiny, u kterých byla detekovaná S-nitrosylace, jsou Rubisco  

a peroxiredoxin II E (PrxIIE) (Lindermayr et al., 2006). Inhibice PrxIIE, klíčového 

proteinu v detoxifikaci peroxynitritu, v důsledku S-nitrosylace vede ke zvýšení hladiny 

peroxynitritu (Sakamoto et al., 2003). Peroxynitrit následně modifikuje tyrosinová 

residua v proteinech, které jsou důležitými modulátory signalizace v obranných 

reakcích rostlin (Gaupels et al., 2012). 

V současné době nově získané poznatky poukazují na vliv změny endogenní hladiny 

NO na biosyntézu, katabolismus/konjugaci a produkci řady fytohormonů jako jsou 

auxiny, gibereliny, cytokininy, kyselina abscisová, etylen, salicylová a jasmonová 

kyselina, brasinosteroidy. Možným klíčovým mechanismem v regulaci odpovědi rostlin, 

jak ukazují nejnovější poznatky, je právě S-nitrosylace jako posttranslační modifikace 

proteinů (enzymů, receptorů) v biosyntetických drahách jednotlivých fytohormonů 

(Obr. 5) (Freschi et al., 2013). Příklady možné regulace produkce fytohormonů oxidem 

dusnatým jsou uvedeny na obrázku 6, 7 a 8. 

 

Obr. 5. Přehled možných mechanismů interakcí: NO-fytohormon (převzato z Freschi et al., 

2013). (A) Chemickou modifikací transkripčních faktorů (TF) a dalších proteinů (P) může NO 

ovlivnit úroveň transkripce genů podílejících se na metabolismu fytohormonů, transportu nebo 

signální transdukci. (B) NO může posttranslačně modifikovat proteiny (P) přímo zapojené do 

biosyntézy, distribuce nebo signalizace rostlinných hormonů. (C) NO nebo reaktivní formy 

dusíku mohou také chemicky reagovat s určitými typy rostlinných hormonů, za vzniku produktů 

se změněnou biologickou aktivitou. 
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Obr. 6. Schematické znázornění antagonistických interakcí NO – ethylen (převzato  

z Freschi et al., 2013). Methylmethioninový cyklus enzymů adenosylhomocysteinasy (SAHasa) 

(1) a methioninsynthasy (METsynthasa) (2), jejichž aktivity jsou zodpovědné za produkci 

homocysteinu (Hcy) a methioninu (Met), mohou v uvedeném pořadí pohléhat S-nitrosylaci.  

(3) Dále může být aktivita methioninadenosyltransferasy 1 (MAT1) z Arabidopsis potlačena 

pomocí S-nitrosylace, čímž se potlačuje konverze Met na S-adenosylmethionin (SAM).  

(4) Při zrání plodů, bylo prokázáno, že NO inhibuje hladinu transkriptu 1-aminocyklopropan-1-

karboxylové kyseliny (ACC), syntasu (ACS) a / nebo ACC oxidasy (ACO). (5) NO může také 

inhibovat ACO aktivitu přímo vazbou na tento enzym, což má za následek vytvoření ACO-NO 

binárního komplexu, který s ACC vytváří stabilní komplex ACO-NO-ACC. (6) Bylo popsáno 

NO-řízené hromadění netěkavých ACC metabolitů: 1-malonyl aminocyklopropan-1-

karboxylové kyseliny (MACC). 
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Obr. 7. Zjednodušené schematické znázornění interakcí mezi NO, kyselinou salicylovou 

(SA) a kyselinou jasmonovou (JA) při odpovědi rostlin na biotické stresové podmínky 

(převzato z Freschi et al., 2013). (1) S-nitrosylace „NON-EXPRESSER OF 

PATHOGENESIS-RELATED GENE 1“ (NPR1) na Cys 156 podporuje jeho oligomerizaci  

a stálost v cytosolu. (2) NO stimuluje biosyntézu SA. (3) Receptor SA po vazbě SA aktivuje 

denitrosylaci oligomerního NPR1 za vzniku monomerního NPR1. (4) Monomerní NPR1 je 

přemístěn do jádra, kde se váže na TGA transkripční faktory, které následně aktivují promotory 

SA-responzivních genů. (5) NO také stimuluje biosyntézu JA. (6) Cytosolová, oligomerní 

NPR1 potlačuje JA-aktivované reakce. (7) V pozdních stadiích bakteriální infekce,  

S-nitrosylace SA-vazebného proteinu 3 (SABP3) na Cys280 potlačuje jeho schopnost vázat SA. 

Pouze SABP3 po vazbě SA aktivně ovlivňuje obranné reakce.  

 

 

V důsledku S-nitrosylace jednoho z hlavních intracelulárních receptorů auxinu TiR1 

(transport inhibitor response 1) dochází k ovlivnění auxinové signalizační dráhy  

(Terrile et al., 2012, Freschi et al., 2013).  
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Obr. 8. Schematické znázornění synergických reakcí NO - auxinu (převzato z Freschi  

et al., 2013). (1) Auxiny mohou stimulovat produkci NO. Ve většině případů, je nitrátreduktasa 

(NR) hlavním zdrojem produkce NO indukované auxinem. (2) V kořenech M. truncatula 

podporuje NO akumulaci auxinu potlačením jeho degradace pomocí IAA-oxidasy.  

(3) V Arabidopsis může NO pozitivně ovlivnit auxinovou signální dráhu S-nitrosylací proteinu 

„TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1“ (TiR1), na který se následně váže auxin  

a „AUXIN/INDOL-3-OCTOVÁ KYSELINA“ (AUX/IAA) protein s navázaným transkripčním 

faktorem (TF). Dochází k uvolnění TF a aktivaci transkripce genů v odpovědi na auxin. 

Následně dochází k označení AUX/IAA proteinů ubikvitinem a degradací proteinu  

26S proteasomem. 
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Ve studiích Correa-Aragunde et al. (2013) a Begara Moreles et al. (2014, 2015) bylo 

popsáno ovlivnění hladiny ROS S-nitrosylací specifických cílových proteinů. Ve studii 

Yun et al. (2011) byl prokázán vliv NO na hladinu ROS na základě regulace aktivity 

NADPH oxidasy (EC 1.6.3.1), která je významným zdrojem ROS (obr. 9).  

 

Obr. 9. Regulace aktivity NADPH oxidasy pomocí S-nitrosylace (převzato z  Yu et al., 

2014). Protein RBOHD (Respiratory burst oxidase homolog D) se podílí na aktivaci 

oxidativního vzplanutí v důsledku napadení rostliny pathogenem. Tvorba S-nitrosothiolů na 

Cys890 RBOHD brání navázání esenciálního kofaktoru flavinadenindinukleotidu (FAD). 

Enzym RBOHD je neaktivní. S-nitrosylace RBOHD je nepřímo řízena  

S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) (Yun et al., 2011). 

 

Cílem S-nitrosylace případně tyrozinové nitrace, jak bylo prokázáno ve studii 

Begara-Morales et al. (2014, 2015) jsou také antioxidační enzymy askorbátperoxidasa 

(APX1, EC 1.11.1.11) a monodehydroaskorbátreduktasa (MDAR, EC 1.6.5.4), 

podílející se na regulaci hladiny ROS (obr. 10). 
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Obr. 10. Regulace askorbát-glutathionového cyklu oxidem dusnatým (převzato  

z Begara-Morales et al., 2015). NO moduluje askorbát-glutathionový komplex pomocí 

posttranslačních modifikací jako je nitrace tyrosinu či S-nitrosylace proteinu askorbátperoxidasy 

(APX) nebo monodehydroaskorbátreduktasy (MDAR). MDAR aktivita je redukována 

v důsledku nitrace i S-nitrosylace MDAR proteinu. V případě APX S-nitrosylace aktivuje 

enzym a naopak nitrace redukuje jeho aktivitu. Glutathionreduktasová aktivita (GR) není nitrací 

ani S-nitrosylací ovlivněna. 

 

Byla prokázaná úzká souvislost mezi mechanismem působení auxinu a hladinou 

ROS/RNS. Auxin vystupuje jako iniciátor produkce ROS: 1) aktivací auxin-vázajícího 

proteinu 1 (ABP1) přes Rho GTPasu (RAC/ROPs) dochází k indukci aktivity NADPH 

oxidasy (Duan et al., 2010; Shi a Yang, 2011), 2) potlačení aktivity peroxidasy  

(Iglesias et al., 2010; Lin et al., 2011; Correa-Aragunde et al., 2013) (obr. 11).  

V důsledku zvýšené koncentrace ROS dochází následně k aktivaci NR (Wang et al., 

2010; Lin et al., 2012) vedoucí ke zvýšení hladiny NO, který může opět regulovat 

aktivitu NADPH oxidasy. Bylo prokázáno, že S-nitrosylace NADPH oxidasy vede  

ke snížení syntézy ROS (Yun et al., 2011). Jak bylo nedávno prokázáno, zvýšená 

produkce NO může aktivovat askorbátperoxidasu (Correa-Aragunde et al., 2013).  

Lze předpokládat, že souhrnně by mohly tyto reakce sloužit jako složky negativní 

zpětné vazby vedoucí ke snižení koncentrace ROS (Yu et al., 2014). 
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Obr. 11. Vzájemné regulace mezi auxinem, oxidem dusnatým (NO) a reaktivními formami 

kyslíku (ROS) (Yu et al., 2014). Auxin indukuje produkci reaktivních kyslíkových 

meziproduktů (ROS) prostřednictvím aktivace NADPH oxidasy, která je zprostředkována 

vazbou auxinu na auxinu vázající protein 1 (ABP1) a aktivací Rho GTPasy (RAC/ROP)(Duan 

et al., 2010; Shi a Yang, 2011). Zvýšení NADPH oxidasy a generace ROS vede k: 1) aktivaci 

nitrátreduktasy (NR) a produkci NO, což může vést k redukci aktivity NADPH oxidasy pomocí 

S-nitrosylace (Yun et al., 2011); 2) tvorbě OH radikálu za katalýzy apoplastické peroxidasy 

(Mueller et al., 2009); 3) regulaci S-nitrosylace na auxinovým receptoru reakcí transportního 

inhibitoru 1 (TiR1) (Terrile et al., 2012). Paralelně také auxin indukuje částečnou inhibici 

peroxidasy prostřednictvím denitrosylace, což přispívá ke zvýšení hladiny ROS. Funkce 

peroxidas lze znovu aktivovat S-nitrosylací v důsledeku zvýšené produkce NO. Kolísající 

koncentrace NO může modulovat aktivitu celulosasyntasy a biosyntézu buněčné stěny.  

 

2.3 S-nitrosoglutathionreduktasa 

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je vysoce konzervovaný a všudypřítomný 

enzym, který patří mezi zinek-dependentní alkoholdehydrogenasy III třídy (ADH3,  

EC 1.1.1.1) (Martínez et al., 1996). GSNOR je také označována jako  

S-(hydroxymethyl) glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284) a dříve jako glutathion-

dependentní formaldehyddehydrogenasa (FALDH, EC 1.2.1.1). Nejčastěji používaným 

názvem enzymu v současné vědecké literatuře je S-nitrosoglutathionreduktasa,  

avšak tento název zatím nebyl názvoslovnou komisí IUBMB schválen. 

Aktivita GSNOR byla prokázána u bakteriíí, kvasinek a savců (Díaz et al., 2003;  

Liu et al., 2001; Sakamoto et al., 2002). V posledních desetiletích se studie zaměřily na 

studium aktivity GSNOR také v rostlinách, kde byla detekována v huseníčku, hrášku  

(Shafqat et al., 1996; Barroso et al., 2006), kukuřici (Fliegmann a Sandermann, 1997), 

rýži (Dolferus et al., 1997.), slunečnici (Chaki et al., 2009b), pepři (Airaki et al., 2012)  

a rajčeti (Kubienová et al., 2013a). 
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S-nitrosoglutathionreduktasa je zapojena do mechanismů reakce a obrany rostlin 

v rámci různých typů biotických a abiotických stresových faktorů. GSNOR hraje 

významnou roli při vývoji rostlin (Lee et al., 2008), v mechanismu obranných reakcí při 

patogenezi (Feechan et al., 2005), reguluje buněčnou smrt (Chen et al., 2009), podílí se 

na buněčné ochraně při nitrosativním stresu (Lamotte et al., 2005; Liu et al., 2001; 

Sakamoto et al., 2002; Valderrama et al., 2007).  

 

2.3.1 Mechanismus působení a vlastnosti GSNOR  

2.3.1.1 Mechanismus působení GSNOR  

ADH3 je známá jako hlavní enzym katalyzující reverzibilní NAD
+
-dependentní oxidaci  

S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH), který vzniká spontánní reakcí mezi 

formaldehydem a glutathionem. Tato reakce představuje důležitý krok při detoxifikaci 

exogenního i endogenního formaldehydu, kdy oxidací HMGSH vzniká  

S-formylglutathion. Ten je dále hydrolyzován S-formylglutathionhydrolasou  

(EC 3.1.2.12) (Espunya et al., 2006) (Obr. 4A). 

GSNOR má klíčovou funkci v regulaci intracelulární hladiny S-nitrosoglutathionu 

(GSNO) a ostatních S-nitrosothiolů (Benhar et al., 2009). Fyziologicky významnější 

reakcí, kterou GSNOR katalyzuje je nevratná NADH-dependentní redukce GSNO  

za vzniku různých produktů v závislosti na reakčních podmínkách (Jensen et al., 1998;  

Liu et al., 2001; Hedberg et al., 2003).  

Na obr. 12 je schéma reakce katalyzované GSNOR. Redukce GSNO je ovlivňována 

několika faktory, které mají vliv na chod reakce. Jedním z těchto faktorů je buněčný 

redoxní potenciál. Dalším důležitým faktorem je buněčná dostupnost NADH koenzymu. 

V cytoplazmě je vysoký poměr NAD
+
/NADH, na rozdíl od poměru pro koenzym 

NADP
+
/NADPH, který je nízký. Tento nízký poměr umožňuje redukované formě 

fungovat jako reduktant v biosyntetických drahách. NADPH není významně využíván 

jako kofaktor GSNOR (Jensen et al., 1998; Hedberg et al., 2003). Samotnou redukcí 

GSNO dochází ke vzniku N-hydroxylsulfinamid (GSNHOH), který je nestabilní a má 

tendenci se v závislosti na hladině GSH přeměňovat na konečné produkty. V nadbytku 

GSH dochází k nukleofilnímu ataku GSH a uvolnění hydroxylaminu (NH2OH) a vzniku 

glutathiondisulfidu (GSSG, oxidovaný glutathion). Při nízké koncentraci GSH dochází 

spontánním přeskupením GSNHOH ke vzniku glutathionsulfidamidu (GSONH2). Ten 

je dále v kyselém prostředí hydrolyzován na kyselinu glutathionsulfinovou (GSO2H)  

a amoniak (Jensen et al., 1998). 
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Obr. 12: Reakce katalyzované GSNOR (alkoholdehydrogenasou třídy III) (převzato 

z Kubienová et al., 2013a).  

2.3.1.2 Struktura GSNOR 

S-nitrosoglutathionreduktasa je homodimerní enzym, který ve své struktuře obsahuje 

dva atomy zinku. Každá ze dvou podjednotek o velikosti 40 kDa se skládá z velké 

katalytické domény a z menší domény s vazebným místem pro koenzym  

(Engeland et al., 1993; Sanghani et al., 2003). První identifikovanou rostlinnou 

strukturou GSNOR je krystalová struktura enzymu ze Solanum lycopersicum  

cv. Amateur (SlGSNOR). Jedná se o homodimer o velikosti 81 085 Da se dvěma 

zinečnatými ionty ve své struktuře. Oba zinečnaté ionty, které jsou navázány 

v katalytické doméně, kdy pouze jeden je zapojen v katalýze a druhý má strukturní 

funkci. Každý monomer má vlastní aktivní místo umístěné ve štěrbině mezi 

katalytickou doménou a doménou vázající koenzym. Katalytická doména obsahuje 

rezidua 1-177 a 327-379, menší NAD
+
-vázající Rossmannův záhyb residua 178-326  

a tvoří hlavní část plochy monomeru. Vstupy do obou aktivních míst enzymu jsou 

umístěny na jedné straně, zatímco místa vázající koenzym jsou na opačných stranách 

dimeru. Katalytický zinek působící jako Lewisova kyselina je vázán v podjednotce 

(tetrahedrální konfigurace) k Cys47, Cys177 a His69 ve vzdálenosti 4,8 Å od Glu70. 

Monomerní jednotky, které tvoří základ pro dimer, jsou spojeny pomocí dvanácti beta-

listů tvořících většinu vazebné domény pro koenzym. Zinek zajišťující strukturní funkci 

je vázán přes 4 atomy síry na cysteinové zbytky Cys99, Cys102, Cys105 a Cys113. 

V porovnání s již známou strukturou ADH třídy I je vidět, že Glu70 reziduum 

neinteraguje s katalytickým iontem zinku tak jako v případě s ADH třídy III (Kubienová 

et al., 2013a). 
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Obr. 13: Krystalová struktura rostlinné SlGSNOR (převzato z Kubienová et al., 2013a).  

(A) Struktura SlGSNOR v přítomnosti koenzymu NAD
+
 v rozlišení 1,9 Å. Barevně jsou 

značeny: katalytická doména (tmavě hnědá), vazebná doména pro koenzym (světle hnědá), 

koenzym NAD
+
 (žlutá - atomy uhlíku, modrá - atomy dusíku, červená - atomy kyslíku) a atomy 

zinku (zeleně) jsou znázorněny kuličkami. (B) Rezidua vázající se na katalytický zinek, který 

funguje jako Lewisova kyselina (C) Rezidua vázající se na zinek, který má pouze strukturní 

funkci.  

2.3.1.3 Sekvence GSNOR a molekulová hmotnost  

U vyšších rostlin byla poprvé stanovena sekvence GSNOR u A. thaliana. Gen 

AtGSNOR, označující se jako At5g43940, kóduje glutathion-dependentní 

formaldehyddehydrogenasu (Letterie et al., 2011). Ve studii Kubienová et al. (2013a) 

bylo srovnáním sekvencí Solanum spp. zjištěno, že GSNOR sekvence  

pro S. habrochaites a S. lycopersicum cv. Amateur jsou shodné. Sekvence GSNOR  

pro S. chmielewskii se liší pouze v šesti nukleotidových bazích. Naproti tomu změna na 

úrovni aminokyselin nebyla zaznamenána. Dále byly porovnávány proteinové sekvence 

BoGSNOR z Brassica oleracea a AtGSNOR z A. thaliana, které vykazovaly homologii 

97%, jelikož obě rostliny pochází ze stejné rodiny Brassicaceae. 

SlGSNOR vykazuje velmi blízkou podobnost v sekvenci s jinými rostlinnými 

GSNOR, a to z BoGSNOR a LsGSNOR (Lactuca sativa). Největší homologie 

v proteinových sekvencí zmiňovaných GSNOR byla zjištěna mezi SlGSNOR  

B
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a BoGSNOR (91%). Dále byla popsána vysoká homologie s lidskou GSNOR 

(hGSNOR, 67 %) a GSNOR ze Saccharomyces cerevisiae (61 %).  

U purifikovaného enzymu GSNOR izolovaného z A. thaliana byla metodou Western 

blot stanovena molekulová hmotnost 44,6 kDa (Martínez et al., 1996). Metodou  

SDS-PAGE byla určena MW podjednotky 45 kDa u AtGSNOR (Achkor et al., 2003). 

Pomocí gelové permeační chromatografie byla potvrzena dimerní forma enzymu. Touto 

metodou byly zjištěny hodnoty MW pro kukuřičnou GSNOR - 82 kDa  

(Wipperman et al., 1999), 82,3 kDa pro hrachovou GSNOR a 81,4 kDa pro lidskou 

GSNOR (Uotila a Koivusalo, 1979). Metodou MALDI-TOF byla u GSNOR z rajčete 

stanovena molekulová hmotnost 42,5 kDa, podjednotky BoGSNOR jako 41,5 kDa  

a pro LsGSNOR podjednotku jako 41,3 kDa (Kubienová et al., 2013a,b). 

 
Obr. 14: Srovnání aminokyselinových sekvencí GSNOR z rajčete (GU296438), Arabidopsis 

(CAA57973), člověka (M30471) a S. cerevisiae (NM_001180228) v programu MUSCLE v 3.8 

(převzato z Kubienová et al., 2013). Identické aminokyseliny jsou zvýrazněny černě, podobné 

(60% threshold) šedě. Čtyři cysteiny vázající katalytický atom zinku jsou zvýrazněny žlutě. 

Residua vázající substrát HMGSH jsou zvýrazněna modře. Residua tvořící tzv. anion-vazebnou 

kapsu jsou zvýrazněny fialově. 

2.3.1.4 Substrátová specifita  

ADH třídy III vykazují v porovnání s dalšími ADH třídami rozdílnou substrátovou 

specifitu. Na rozdíl od ADH I, které jako substrát preferují krátké alifatické alkoholy 

(etanol, propanol), není struktura ADH III uzpůsobena pro navázání těchto malých 

substrátů. Při sledování rozdílů mezi strukturami ADH I a SlGSNOR bylo zjištěno,  

že rezidua 53-59 a 113-120 SlGSNOR leží dále od aktivního místa, které se tím zvětší  
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a vytváří vstup pro větší substráty do vazebné domény (Kubienová et al., 2013a). Mezi 

tyto substráty patří GSNO, HMGSH, alkoholy s delším řetězcem a ω-hydroxymáselná 

kyselina (Sanghani et al., 2002). GSNOR přednostně oxiduje HMGSH, následně 

geraniol, cinnamylalkohol, ω-hydroxymaselná kyselina a alifatické alkoholy s dlouhým 

řetězcem (nonanol a oktanol) (22 nebo 28). Také byl prokázán retinol jako endogenní 

substrát pro GSNOR (Shafgat et al., 1996). Řada publikací potvrzuje, že délka řetězce 

substrátu výrazně ovlivňuje substrátovou specifitu GSNOR (Sanghani et al., 2000; 

Staab et al., 2009; Kubienová et al., 2013a). 

2.3.1.5 Inhibice GSNOR – inhibitor N6022 

V poslední době jsou vyvíjeny nové a účinné inhibitory GSNOR na bázi pyrrolů, kam 

patří vícesložkový inhibitor N6022 (Sun et al., 2011a). N6022 je sloučenina obsahující 

pyrrolové jádro s kvartérní strukturou (čtyřstěn). V jeho struktuře jsou zbytky kyseliny 

propionové orientovány směrem k aniontové kapse uvnitř aktivního místa GSNOR  

a tím dochází k propojení vodíku a solí interakcí s Gln111, Arg114 a Lys283. Imidazol, 

který je taktéž obsažen v N6022, směřuje ke katalytickému zinku a imidazolový dusík 

je součástí účinné tetrahedrální koordinace zinku spolu se zbytky Cys44, His66  

a Cys173. V struktuře N6022 dochází ke stabilizaci imidazolového kruhu pomocí  

π – π interakcí s nikotinamidovým kruhem NAD
+
. Další stabilizaci poskytují vodíkové 

vazby mezi benzamidem z N6022 a Gln117 (Green et al., 2012).   

N6022 se řadí mezi nová léčiva první třídy se silnou inhibiční aktivitou proti 

hGSNOR. Inhibice GSNOR brání metabolismu GSNO a umožňuje jeho akumulaci. 

GSNO se chová jako iniciátor protizánětlivé signalizace (Gaston et al., 1993; 

Fortenberry et al., 1999; Reynaert et al., 2004) a jeho zvýšená hladina vede k buněčné 

signalizaci proteinů S-nitrosylací a nejspíše také ovlivňuje hladinu NO a nitritu,  

které tvoří s glutathionem GSNO (Sanghani et al., 2009; Sun et al., 2011a). Inhibitory 

GSNOR jsou vyvíjeny jako léčebná terapeutika na podmínky, při nichž je narušena 

homeostáza GSNO a NO (Sun et al., 2011a; 2011b; 2011c; Colagiovanni et al., 2012). 

Je známo, že inhibice GSNOR pomocí N6022 zajišťuje zmírnění účinku astmatu, 

chronické obstrukční nemoci plic a zánětlivých onemocnění střev (Sun et al., 2011a). 

N6022 je v současné době v počáteční fázi klinického testování u lidí.  

Ve studii Kubienová et al. (2013a) bylo zjištěno, že inhibitor N6022 je mnohem 

silnější inhibitor (IC50 300 ±18 nM) v porovnání s mastnými kyselinami. Mechanismus 

inhibice N6022 je nekompetitivní ke GSNO s hodnotou Ki 429 ± 30 nM. Inhibiční 
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konstanta pro rostlinou GSNOR je mnohem vyšší než u lidského enzymu, kdy její 

hodnota pro N6022 je 2,5 nM (Sun et al., 2011a; Staab et al., 2009). 

 

Obr. 15: N6022 - Syntetický inhibitor GSNOR. Sumární vzorec C24H22N4O3, chemický název  

3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-methylfenyl)-1H-pyrrol-2-yl)propionová 

kyselina (MW 414.46) (převzato z Green et al., 2012). 

 

 

Obr. 16: Interakce N6022 s GSNOR anion - vazebnou kapsou na N6022 • GSNOR • NAD
+
 

ternární komplex (převzato z Green et al., 2012).   

2.3.2 Význam GSNOR u rostlin 

2.3.2.1 Úloha GSNOR ve fyziologii rostlin 

S-nitrosoglutathionredukata je enzym lokalizovaný zejména v cytosolu. Další lokalizace 

byly objeveny v jádře a peroxisomu. Přítomnost GSNOR v jádře může regulovat místní 

hladiny GSNO a chránit tak genetický materiál před NO-indukovaným poškozením  

(Staab et al., 2008a, b). 

Aktivita GSNOR se zdá být nezbytná pro normální vývoj a plodnost rostliny  

za optimálních růstových podmínek (Lee et al., 2008). U Arabidopsis je GSNOR 

kódována jedním genem, které je označován jako At5g43940. Analýza exprese GSNOR 

v Arabidopsis za pomocí Bio-Array ukazuje, že tento gen je významně exprimován  
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ve všech orgánech s vyjímkou zralého pylu. Pomocí imunolokalizace a histochemické 

detekce bylo zjištěno, že je tento protein rozdílně exprimován, kdy vyšší exprese je 

v kořenech a listech v prvních stádiích vývoje. Je také známo, že GSNOR by mohla být 

zapojena v regulaci redoxního stavu (Espunya et al., 2006). Tento enzym může být také 

zapojen do regulace rostlinné buněčné smrti pravděpodobně prostřednictvím procesu  

S-nitrosylace (Chen et al., 2009). 

V práci Kubienová et al. (2013a) zaměřené na studium úlohy a lokalizace GSNOR  

ve vývoji rostlin Solanum spp. byla stanovena exprese GSNOR v jednotlivých částech 

rostliny. Vyšší exprese genu v porovnání s kořeny byla detekována v děložních lístcích  

(10-ti denní semenáčky). V rostlinách pěstovaných 30 dní byla exprese GSNOR 

v kořenech vyšší v porovnání s listy. V pohlavních orgánech – v pestíku a tyčinkách – 

byla detekována také vysoká exprese, stejně jako během vývoje a zrání ovoce. Tyto 

výsledky byly v koleraci s měřením GSNOR aktivity v kořenech, výhoncích a listech 

rajčat, kdy nejnižší aktivita byla stanovena v listech.  

2.3.2.2 Úloha GSNOR při stresových podmínkách  

Rostliny jsou v průběhu svého života ovlivňovány aktuálním životním prostředím,  

ve kterém se nachází. Může docházet k působení řady stresových faktorů, jejichž vliv 

vede ke zpomalení životních funkcí, k poškození jednotlivých orgánů a v konečném 

důsledku i k smrti samotné rostliny. Stres je tedy stav, kdy je rostlina vystavena 

nepříznivým vlivům vnějšího prostředí. Stresové faktory mohou být abiotické a biotické 

povahy (Obr. 17).  

 

Obr. 17: Rozdělení stresových faktorů: Hlavní rozdělení stresových faktorů na abiotické  

a biotické.  
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Stresovou reakci lze rozdělit na několik fází. První fáze tzv. „poplachová“ nastává po 

působení stresového faktoru, kdy dochází k narušení buněčných struktur a funkcí 

buňky. Dále následuje fáze „restituční“, kdy rostlina aktivuje své obranné mechanismy 

a v rámci této fáze nepřekračuje intenzita stresu letální úroveň. Následně rostlina 

zvyšuje svou odolnost vůči danému faktoru a tato fáze je fází „rezistence“. Poslední fází 

stresové reakce je „vyčerpání“, ke kterému dochází důsledkem dlouhodobého  

a intenzivního působení stresoru (Procházka et al., 1998). 

2.3.2.2.1. Salinita 

Nepříznivý účinek zvýšené koncentrace minerálů, jako jsou např. Na
+
 a/ nebo Cl

-
 ionty 

vyvolává u rostlin tzv. salinitní stres (Munns, 2005). Salinita je jedním 

z nejzávažnějších limitujících faktorů pro růst a vývoj rostlin. Hromadění ve vodě 

rozpustných solí v půdě se nazývá zasolování (salinizace). Podle obsahu soli v půdě pak 

dělíme půdu na neslanou (0-3 g/l), mírně zasolenou (3-6 g/l), středně zasolenou  

(6-12 g/l) a vysoce zasolenou (více jak 12 g/l) (http://www.fao.org/docrep/ 

R4082E/r4082e08.htm, staženo 1. 8. 2013).  

Podle původu rozlišujeme dva typy salinity půdy: primární (přírodní) nebo 

sekundární (vyvolanou člověkem). Primární salinizace spočívá v nahromadění solí 

přírodními procesy v důsledku vysokého obsahu solí v matečném materiálu nebo 

podzemní vodě. Tyto přírodní procesy zahrnují zvětrávání materiálu obsahujícího 

rozpustné soli (chloridy, sírany a hydrogenuhličitany sodíku, vápníku a hořčíku)  

a depozici oceánské soli prostřednictvím větru a deště (Parihar et al., 2015). Sekundární 

salinizace je způsobována lidskými zásahy, jako jsou nevhodné zavlažovací postupy, 

například při zavlažování vodou bohatou na soli či při nedostatečném odvodňování 

(Garg a Manchanda, 2008). Podle dostupných záznamů z Management Service FAO  

je více než 6 % světové půdy ovlivněna salinitou. Ze současných 230 milionů hektarů 

zavlažované půdy je 45 milionů hektarů zasolených (19,5 %).  

Zvýšená koncentrace solí v půdě inhibuje růst rostlin a to ze dvou hlavních důvodů:  

1) přítomnost soli snižuje schopnost rostliny přijímat vodu, 2) nadměrné množství soli 

vstupující do rostlin ovlivňuje transpirační tok rostliny (Greenway a Munns, 1980).  

V důsledku zvýšené koncentrace solí v půdě dochází u rostlin ke snížení vodního 

potenciálu a narušení iontové homeostázy. Negativní účinek salinity je pozorován na 

úrovni celé rostliny. Je ovlivněno klíčení, růst, produkce fotosyntetických pigmentů, 

fotosyntéza, vodní potenciál, rovnováha živin, dochází k oxidačnímu stresu,  

http://www.fao.org/docrep/%20R4082E/r4082e08.htm
http://www.fao.org/docrep/%20R4082E/r4082e08.htm
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což následně významně ovlivňuje vývoj rostlin a s tím spojený výnos zemědělsky 

důležitých plodin. V důsledku salinitního stresu může docházet až k uhynutí rostliny 

(Fernández-Torquemada a Sánchez-Lizaso, 2013; Tavakkoli et al., 2011).  

Hlavní vliv v rámci salinitního stresu mají sodné a chloridové ionty. Koncentrace 

sodných iontů ovlivňuje příjem draselných iontů, dochází k narušení regulace průduchů 

a v konečném důsledku ke ztrátě vody. Chloridové ionty ovlivňují tvorbu chlorofylu  

a způsobují tzv. chlorotickou toxicitu, z tohoto důvodu jsou tyto ionty mnohem 

nebezpečnější než sodné (Tavakkoli et al., 2011). 

Podle schopnosti růst a vyvíjet se v prostředí s vysokou koncentrací iontů 

rozdělujeme rostliny do dvou skupin. Jedná se o halofytní a glykofytní rostliny. 

Halofytní rostliny disponují řadou adaptivních mechanismů a jsou schopny růst  

a vyvíjet se v prostředí s vysokým zasolením půdy. Naopak glykofytní rostliny jsou 

citlivé k výkyvům koncentrace soli a při delším vystavení salinitnímu stresu hynou. Do 

této skupiny řadíme rýži, pšenici, většinu zeleniny včetně okurky a A. thaliana L. 

(Flowers et al., 1977; Hasegawa et al., 2000). 

 

Obr. 18: Schematický diagram znázorňující dráhy působení salinitního stresu v rostlině  

a dráhy tolerance rostliny na tento stres (převzato z Parihar et al., 2015). 
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Salinitní stres vyvolává v buňce vedle osmotického stresu, také tzv. oxidativní stres. 

Dochází ke zvýšené produkci reaktivních forem kyslíku, jako jsou singletový kyslík, 

peroxid vodíku, superoxidové anionty, hydroxidové a perhydroxylové radikály. Tyto 

látky spouštějí expresi některých genů pro proteiny podílející se na obranných reakcích. 

ROS mohou být pro buňku toxické, vedou k inaktivaci enzymů, poškození membrán, 

peroxidaci lipidů, proteinů i nukleových kyselin (Piterková et al., 2005; Baatour et al., 

2010; Zhu, 2003, Tanou et al., 2009). ROS reagují s řadou klíčových biologických 

molekul, jako jsou DNA, RNA, proteiny, sacharidy a lipidy (Job et al., 2005,  

Garg a Manchanda, 2009), čímž dochází k silnému narušení normálního metabolismu 

rostliny (Obr. 18) (Apel a Hirt, 2004).  

Rostliny si v průběhu svého vývoje vyvinuly řadu obranných mechanismů 

eliminujících působení ROS. Antioxidační mechanismy mohou být enzymového  

nebo neenzymového charakteru. Mezi antioxidačními enzymy patří enzymy askorbát-

glutathionového (Halliwell-Asadova) cyklu: superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.11), 

askorbátperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11), monodehydroaskorbátreduktasa (MDHAR, 

EC 1.6.5.4), dehydroaskorbátreduktasa (DHAR, EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasa (GR, 

EC 1.6.4.2), dále se jedná o fosfolipidhydroperoxid-glutathionperoxidasu (PHGPx,  

EC 1.11.1.9), katalasu (CAT, EC 1.11.1.6), glutathionperoxidasu (GPx, EC 1.11.1.12)  

a peroxidasu (POD, EC 1.11.1.7). 

Typickými představiteli antioxidačních sloučenin jsou glutathion, L-askorbát 

(vitamin C), karotenoidy, α-tokoferol, fenolické látky a flavonoidy (Almeselmani et al., 

2006; Yin et al., 2008). Bylo prokázané, že zvýšení aktivity antioxidačních enzymů 

v orgánech rostlin je nezbytné pro zlepšení tolerance rostliny vůči salinitnímu stresu 

(Ahammed et al., 2012). 

Vedle ROS hrají důležitou roli v obranném mechanismu rostlin v reakci na salinitní 

stres reaktivní formy dusíku, kam patří oxidy dusíku, peroxynitrit či S-nitrosothioly 

(Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2009a; Bai et al., 2011; Tanou et al., 2009, 

2012; Leterrier et al., 2012a, b). Nejvýznamnějším zástupcem RNS je oxid dusnatý,  

který je známý jako endogenní molekula zapojená do řady fyziologických a obranných 

procesů v rostlině (Neill et al., 2003). Exogenní NO může aktivovat antioxidační 

obranné mechanismy, např. zvýšit hladiny antioxidačních enzymů a dalších 

antioxidantů (Neill et al., 2008). NO působí také jako sekundární posel v souvislosti 

s mnoha signalizačními drahami v rostlinné buňce, včetně ROS-signální dráhy 

(Leterrier et al., 2011). Reakcí NO a redukovaného glutathionu vzniká molekula  
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S-nitrosoglutathion, která slouží jako mobilní rezervoár NO. Důležitou roli při 

udržování hladiny GSNO a tím i homeostázy oxidu dusnatého hraje enzym  

S-nitrosoglutathionreduktasa. V posledních letech je intenzivně studována role tohoto 

enzymu za fyziologických i stresových podmínek (Leterrier et al., 2011;  

Kubienová et al., 2013; Kubienová et al., 2014).  

Řada studií potvrdila aktivaci oxidačního stresu u rajčat vystavených působení 

zvýšené koncentrace solí v prostředí (Gapi'nska a Sklodowska, 2000; Shalata et al., 

2001; Mittova et al., 2002, 2003, 2004). V případě aplikace exogenního přídavku NO 

dochází ke snížení účinku salinity (Gong et al., 2014a, b). V práci Gong et al. (2015) 

bylo naznačeno, že GSNOR může regulovat toleranci rostlin rajčete na salinitní stres. 

Nicméně, jeho funkce není zodpovědná za udržování homeostázy Na
+
 iontů, ale hraje 

roli v regulaci hladiny RNS a tak následně ovlivňuje redoxní rovnováhu. Jak je 

znázorněno na obr. 19, GSNOR může být zapojena do metabolismu ROS přes modulaci 

hladiny RNS. RNS mají duální funkci, mohou sloužit jako signální molekuly, ale také 

mohou způsobovat nitrosativní stres v závislosti na jejich hladině v buňce. 

 
Obr. 19: Vliv GSNOR na redoxní signalizaci (převzato z Gong et al., 2015). V počáteční fázi 

salinitního stresu down-regulace GSNOR má vliv na zvýšení hladiny RNS, což vede k aktivaci 

redoxní signální dráhy a aktivaci dalších mechanismů snižujících působení salinitního stresu,  

a dochází k nastolení tolerance na stres. Pokud v pozdější fázi salinitního stresu dojde 

k nadměrnému navýšení koncentrace RNS, dochází následně k vysoké produkci ROS 

(oxidativní vzplanutí), k vyvolání programované buněčné smrti (PCD). V tomto případě  

over-exprese GSNOR může snižovat hladinu RNS a tak chránit rostliny před účinky salinitního 

stresu. 

 

Redukovaný GSH a redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát (NADPH) jsou 

donory elektronů v mnoha enzymových reakcích a biosyntetických drahách. Mají 

klíčovou roli v udržování buněčné redoxní homeostázy rostlinných buněk za 

fyziologických a stresových podmínek (Barroso et al., 1998; Noctor, 2006; Noctor  
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et al., 2006; Pollak et al., 2007; Foyer a Noctor, 2011; Dubreuil-Maurizi a Poinssot, 

2012). Jak je známo NADPH je nezbytný redukční ekvivalent pro regeneraci 

redukovaného glutathionu za katalýzy glutathionreduktasou v rámci askorbát-

glutathionového cyklu (Berger et al., 2004; Pollak et al., 2007; Foyer a Noctor, 2011). 

Glutation je považován za nejhojnější thiol s nízkou molekulovou hmotností 

v rostlinách (Noctor et al., 2012). Přítomnost -SH skupiny činí GSH multifunkční 

molekulou, která je nezbytná pro fungování antioxidačního systému  

a také přispívá k tzv. „redoxnímu spínači“ proteinů, který usnadňuje jejich procesy 

regulace, jako je S-glutahionylace a S-nitrosylace (Spadaro et al., 2010; Noctor et al., 

2012; Corpas et al., 2013; Couturier et al., 2013). Za stresových podmínek je hladina 

GSH významně snížena pravděpodobně v důsledku jeho využití v udržování aktivity  

a hladiny GSH-závislých enzymů. Tyto výsledky jsou zcela v souladu se studií GSH  

a aktivity GR u listů Arabidopsis v reakci na peroxid vodíku (Mhamdi et al., 2010).  

Manai et al. (2014) se zaměřili na studium úlohy GSH a NADPH, které hrají 

důležitou roli v udržování redoxní homeostasy v rostlinných buňkách, a současně úlohy 

NO v kořenech u rostlin vystavených salinitnímu stresu. Studium metabolismu GSH  

a NADPH naznačuje, že existuje úzký vztah mezi redoxní homeostázou  

a metabolismem reaktivních forem kyslíku a dusíku (ROS a RNS). Proto byl sledován 

potenciální vztah mezi NADPH, GSH a NO na jedné straně a enzymy zapojenými do 

jejich metabolismu jako je NADP-dehydrogenasa (EC 1.6.99.1), GSNOR, GR a GPX 

(guajakolperoxidasa, EC 1.11.1.7) na straně druhé. S-nitrosylací GSH v reakci  

s volnými radikály NO vzniká GSNO (Corpas et al., 2013). Za fyziologických 

podmínek je v kořenech rajčete obsah GSNO podobný jako oxidovaného glutationu 

(GSSG), zatímco při salinitním stresu se obsah GSNO snížil. Současně s poklesem 

koncentrace GSNO bylo zaznamenáno zvýšení hladiny NO. Tyto výsledky 

korespondují se studií vlivu salinity realizovanou v kořenech Arabidopsis (Corpas et al., 

2009a; Leterrier et al., 2012a, b), slunečnice (David et al., 2010), olivových listů 

(Valderrama et al., 2007), citrusových listů (Tanou et al., 2009,2012) a listů kukuřice 

(Bai et al., 2011). Bylo prokázané, že exogenní aplikace NO může zmírnit vliv 

salinitního stresu, tento efekt bude souviset s rolí NO v obranném mechanismu  

a s detekovaným zvýšením endogenní hladiny NO v důsledku salinitního stresu (Kopyra 

a Gwozdz, 2003; Zhang et al., 2006). Významnou roli v reakci rostlin na salinitní stres 

má NO v regulaci klíčových enzymů askorbát-peroxidasového cyklu přes S-nitrosylace 

případně Tyr-nitrace APX a MDAR (Obr. 10) jak bylo prokázáno v experimentech na 
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rostlinách hrachu (Begara-Morales et al., 2014, 2015). Provázanost role ROS, RNS, 

antioxidačních systémů a procesů jako je S-nitrosylace a Tyr-nitrace, kde hraje 

důležitou roli GSNO a peroxynitrit, vznikající v reakci NO se superoxidovým 

radikálem, je zde uvedena na obr. 20 (Corpas a Barroso, 2013).  

 
Obr. 20. Schéma znázorňující provázanost role ROS, RNS, antioxidačních systémů  

a procesů jako je S-nitrosylace a Tyr–nitrace (převzato z Corpas a Barroso, 2013). 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál a přístroje 

3.1.1 Chemikálie 

Acros Organics, USA: glutation, Triton X-100 

Axon Medchem, Holandsko: N6022 

Bio-Rad, USA: bromfenolová modř, Coomassie Brilliant Blue R-250 

Bochemie, Česká republika: SAVO 

Duchefa Biochemie (Nizozemsko): Murashige a Skoog medium (MS médium) 

Lachema, Česká republika: aceton, diethylether, 96% ethanol, hydroxid draselný, 

hydroxid sodný, kyselina chlorovodíková, kyselina octová, kyselina 

trihydrogenfosforečná, methanol 

Lach-Ner, Česká republika: chlorid sodný, chlorid rtuťnatý, uhličitan amonný 

MachereNagel: NucleoSpin kit pro izolaci RNA, rDNAasa 

Roche: Transcriptor high fidelity cDNA synthesis kit 

Sigma-Aldrich, Německo: agar, akrylamid, aminofenylfluorescein, DAF-FM DA, 

dihydrogenfosforečnan draselný, dihydrogenfosforečnan sodný, dithiothreitol (DTT), 

DMSO, dusitan sodný, glycin, glycerol, fenylmethylsulfonilchlorid (PMSF), hovězí 

sérový albumin, hydrogenfosforečnan draselný dihydrát, hydrogenfosforečnan sodný 

dihydrát, merkaptoethanol, MES hydrát, N-(1-naftyl)ethylendiamin (NED), 

nikotidamiddinukleotid redukovaný (NADH), persíran amonný, PTIO, sacharosa, 

sulfanilamid, Tris-HCl 

3.1.2 Přístroje a experimentální vybavení 

Analytické váhy (Sartorius, Německo); automatické pipety (Eppendorf, Německo); 

autokláv 2540 EKA (Tuttnauer, Německo); centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie); 

centrifuga 6K15 (Sigma, Německo); digitální pH metr (InoLab pH level1, Německo); 

digitální předvážky (KERN, Německo); elektromagnetická míchačka (IKA, Německo); 

laminární box (Schoeller, ČR); magnetická míchačka (IKA, Německo); spektrofotometr 

BioSpec-nano (Shimadzu, USA); termostat (Grant, UK); třepačka VXR basic (IKA, 

Německo); vortex (Stuart, UK), mikrodestičkový spektrofotometr Reader Synergy HT 

(BioTek Instruments, USA), mikrodestičkový spektrofotometr Reader Synergy H1 

(BioTek Instruments, USA), světelný a fluorescenční mikroskop Olympus BX50 

(Olympus Optical, Japonsko), Real-Time system CFX96 (Bio-Rad, USA), Termalcycler 

C10000 (Bio-Rad, USA), Termalcycler T100 (Bio-Rad, USA) 
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3.1.3 Rostlinný materiál 

Vliv aplikace vybraných látek (GSNO, GSH, N6022 - inhibitor GSNOR, PTIO) 

modulující hladinu NO a jejich kombinací na vývoj klíčních rostlin za fyziologických 

podmínek a v prostředí zvýšené koncentrace NaCl byl studován za pomocí 2 genotypů 

Solanum spp. lišící se rezistencí k biotrofnímu patogenu Oidium neolycopersici (padlí 

rajčatové): S. lycopersicum cv. Amateur – náchylný a S. habrochaites f. glabratum – 

vysoce rezistentní (Mlíčková et al., 2004; Piterková et al., 2011). 

Pro sterilizaci byla semena sterilizována 30 s v 70% roztoku ethanolu, dále 25 minut 

za stálého třepání v 3% roztoku SAVO a následně 3x promyta sterilní vodou. 

Sterilizovaná semena byla přenesena na sterilní vodou ovlhčené 3 vrstvy filtračního 

papíru v Petriho misce. Pro naklíčení semen byla Petriho miska se semeny na dobu  

3 – 5 dnů uchována ve tmě při teplotě 25°C. Do středu čtvercových Petriho misek na 

pevné MS médium (40 ml/miska) s vitamíny obsahující testované látky o finální 

koncentraci (tab. 5) bylo vyseto 10 naklíčených semen v jedné řadě. V kontrolním 

experimentu byla semena vyseta na MS médium neobsahující testované látky. Misky 

byly umístěny na 9 dní ve fytotronu (teplota 25°C). Experimenty byly prováděny vždy 

ve trojím opakování pro jednotlivé genotypy Solanum spp.. 

 

Tab. 5: Testované sloučeniny: koncentrace zásobních roztoků a finální koncentrace  

v MS médiu  

Typ sloučeniny Koncentrace zásobního  

roztoku 

Finální koncentrace 

v MS médiu 

GSH 100 mM  1,5 mM  

GSNO 100 mM  100 µM  

N6022 1 mM 0,1; 1;10 µM  

PTIO 133 mM   0,1 mM  

N6022 + GSH  1 µM + 1,5 mM 

N6022 + GSNO  1 µM + 100 µM 

N6022 + PTIO  1 µM + 0,1 mM 

NaCl 300 mM 50; 100; 150 mM 

NaCl + N6022  100 mM + 1 µM 

 

Vliv testovaných látek na růst semenáčků byl 9 dnů po výsevu semen na MS médium 

dokumentován digitálním fotoaparátem Sony A330. Dále byla oddělena kořenová část  

od nadzemní, rostlinný materiál byl zvážen a zamražen pro realizaci dalších 

experimentů (stanovení aktivity GSNOR, Western blot, exprese GSNOR). Apikální 

části kořenů (4 mm segmenty) byly dále použity pro histochemickou detekci produkce 

RNS.  
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a)          b) 

Obr. 21: Petriho misky s 9-ti denními semenáčky a) Solanum habrochaites  b) Solanum 

lycopersicum cv. Amateur pěstovanými na MS médiu. 

 

3.1.4 Příprava média 

Látky byly naváženy podle tab. 6. Dále k nim bylo přidáno 800 ml destilované H2O  

a pH bylo upraveno na hodnotu 6,1. Poté byl objem doplněn na 1 l. Po autoklávování 

média byla hodnota pH 5,8. 

 

Tab. 6: Příprava pevného média pro výsev semen 

Látky Množství [g/l] 

MS médium s vitamíny 4,4 

Agar 8 

Sacharosa 10 

MES hydrát 0,195 

Složení MS média: MS médium obsahuje mikroprvky, makroprvky a organické látky podle 

práce Murashige a Skoog (1962) a vitamíny, jak je popsáno v práci Gamborg et al. (1968).  

MES hydrát: hydrát 2-(N-morfolino) ethansulfonové kyseliny  

3.1.5 Příprava S-nitrosoglutathionu (GSNO) 

S-nitrosoglutathion byl připraven podle metodiky Moore a Mani z roku 2002.  

Glutathion (MW=307,3) v množství 614 mg byl rozpuštěn ve 3 ml 0,5 M HCl na ledové 

lázni. Následně bylo přidáno 138 mg dusitanu sodného (MW=69). Tato reakční směs 

byla po dobu 40 minut chlazena na ledové lázni. Za pomocí Büchnerovy nálevky byla 

vzniklá červená sraženina odsáta a promyta 2x 10 ml ledově vychlazené deionizované 

H2O, 2x 10 ml ledově vychlazeného acetonu a 2x 10 ml ledově vychlazeného 

diethyletheru. Takto promytý produkt byl přenesen do alobalu, sušen za tmy v exikátoru 

(GSNO je nestabilní na světle) a po dosušení zamražen.  
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3.1.6 Vyhodnocení délky kořenů a nadzemní části  

Pro vyhodnocení délky kořenů byl použit ImageJ 1.33 software (National Institute  

of Health, USA).  

3.2 Metody 

3.2.1 Histochemické stanovení produkce reaktivních forem dusíku 

Pro detekci NO byla vybrána sonda DAF-FM DA (4-amino-5-methylamino-

2´,7´difluorofluorescein diacetát). Po vstupu do buňky přes membránu je pomocí esteras 

deacetylována za vzniku DAF-FM (4-amino-5-methylamino-2‘,7’difluorofluorescein).  

DAF-FM dále reaguje s NO za vzniku vysoce fluorescenčního triazofluresceinu.  

DAF-FM je citlivější a fotostabilnější než často používaný DAF-2 a je schopen stabilní 

a silné fluorescence v širokém rozmezí pH (Kojima et al., 1998) (obr. 22). 

Fluorescenční sonda 3´-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) byla použita pro detekci 

peroxynitritu. Tato látka sama o sobě nefluoreskuje, po reakci s ROS (např. ONOO
-
) 

vzniká intenzivně fluorescenční sloučenina (obr. 24).   

Lokalizace a detekce RNS byla realizována s využitím světelného a fluorescenčního 

mikroskopu Olympus BX50. Pro detekci oxidu dusnatého byly použity apikální části 

kořene (4 mm dlouhé segmenty) inkubované 20 minut v 20 µM DAF-FM DA  

v 10 mM Tris-HCl pufru, pH 7,4. Pro detekci peroxynitritu byly použity apikální části 

kořene inkubované 30 minut v 20 µM APF v 10 mM Tris-HCl pufru, pH 7,4. Poté byly 

kořenové segmenty přeneseny na podložní sklíčko do kapky 5% glycerolu v 10 mM 

Tris-HCl pufru, pH 7,4 a překryty krycím sklíčkem. Následně byla detekována zelená 

fluorescence v případě přítomnosti daného typu RNS. Jako negativní kontrola byly 

použity kořenové segmenty (bez modulátoru) inkubovány v PTIO (lapače NO)  

(obr. 23). 

 

Obr. 22: Reakce fluorescenční sondy DAF-FM DA pro detekci NO 
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Obr. 23: Reakce NO a PTIO – negativní kontrola 

 

Obr. 24: Reakce fluorescenční sondy APF pro detekci ONOO
- 

 

3.2.2 Extrakce 

Rostlinný materiál byl homogenizován v tekutém dusíku a následně v poměru 1:2  

(1 g rostlinného materiálu:2 ml pufru) s extrakčním pufrem (50 mM Tris, 0,2% (v/v) 

Triton X-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF). Extrakt byl poté při 16 000 g a 4°C 

centrifugován. Supernatant byl přečištěn gelovou filtrací na kolonce NAP-5 (GE 

Healthcare). Kolonka byla ekvilibrována 10 mM Na
+
- fosfátovým pufrem, pH 6,8 (3x 

2,5 ml pufru). Po ekvilibraci bylo na kolonku aplikováno 500 µl supernatantu a po jeho 

vsáknutí byl nanesen 1 ml 50 mM K
+
-fosfátového pufru, pH 7,8, tj. eluční pufr. 

Následovalo zachycení 1 ml eluátu a kolonka byla promyta 25 ml deionizované vody. 

3.2.3 Stanovení aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy  

Pro stanovení aktivity GSNOR byla použita spektrofotometrická metoda založena na 

principu Warburgova optického testu, které využívá S-nitrosoglutathionredutasovou 

aktivitu enzymu.  
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Obr. 25. Warburgův optický test. Přeměna koenzymu NAD
+
 na NADH při 340 nm (převzato 

z http://www.wikiskripta.eu/index.php/Warburgův_optický_test; staženo 15. 3. 2016). 

 

V tomto experimentu byla sledována oxidace (úbytek) NADH při 340 nm a 30°C po 

dobu 20 minut. Měření bylo realizováno v uspořádání na 96 jamkových destičkách na 

readeru Synergy. Reakční směs obsahovala 225 µl reakčního pufru (20 mM Tris-HCl, 

pH 8), 15 µl extraktu a 30 µl 2 mM NADH. Pro samotný start reakce bylo přidáno  

30 µl 4 mM GSNO. Pro každý vzorek byl připravován blank, který místo substrátu 

GSNO obsahoval 30 µl deionizované H2O. Byl zaznamenán pokles absorbance  

v 10 s intervalech po dobu 20 minut. Reakce probíhala při 30°C. Experiment byl 

proveden ve třech opakováních. NADH a GSNO byly vždy připravovány čerstvě  

a uchovány v chladu a tmě, aby nedocházelo k jejich degradaci. 

3.2.4 Stanovení S-nitrosothiolů metodou Savillova 

Metoda je založena na reakci katalyzované Hg
2+

, kdy dochází k uvolnění NO
+
  

z S-nitrosothiolů. Vznikající dusitan je detekován v kyselém prostředí pomocí tvorby 

diazoniové soli, která dále kopuluje s činidlem NED za tvorby azobarviva. Vzniklý 

produkt je detekován spektrofotometricky při 540 nm (Moore a Mani, 2002).  

Stanovení S-nitrosothiolů bylo realizováno v uspořádání na 96-jamkových 

mikrodestičkách. Do každé jamky byly napipetováno 5 µl extraktu a 195 µl činidla 

Griess A nebo Griess B. Po 5 minutové inkubaci bylo přidáno 100 µl činidla NED.  

Po další 5 min inkubaci byla měřena absorbance při 540 nm.  

Složení roztoků 

Činidlo Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 M HCl 

Činidlo Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 M HCl a 1% HgCl2 

Činidlo NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vodě 

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Warburgův_optický_test
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3.2.5 Stanovení proteinů Bradfordovou metodou  

Měření obsahu proteinů bylo prováděno na readeru Synergy na 96 jamkových 

mikrodestičkách. Jako standart byl použit hovězí sérový albumin (BSA) (koncentrace  

0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1,0 - 1,2 mg/ml). Jednotlivé jamky pro reakci obsahovaly:  

45 μl deionizované vody, 5 μl extraktu nebo standardu BSA o příslušné koncentraci  

a 200 μl pracovního činidla Bradfordova. Následovala 5 min inkubace při laboratorní 

teplotě, po které byla proměřena absorbance při 595 nm. 

Složení zásobního roztoku činidla Bradfordové: 0,5 mg/ml Coomasie Briliant Blue 

G250; 0,25 M metanol; 0,5 M 85 % kyselina fosforečná. Naředěním 1:4 deionizovanou 

vodou byl získán pracovní roztok (Bradford, 1976). 

3.2.6 Exprese GSNOR 

Pro sledování exprese GSNOR byla použita metoda kvantitativní real-time PCR  

– qRT-PCR (polymerase chain reaction). Tato metoda umožňuje spolehlivou, citlivou  

a hlavně rychlou detekci a kvantifikaci specifického úseku RNA. qRT-PCR je variantou 

PCR, již předchází reverzní transkripce izolované RNA a získaná cDNA slouží jako 

templát pro DNA polymerasu se dvěma genově specifickými primery v real-time PCR 

reakci, která je založena na sledování průběhu PCR reakce přímo během reakce pomocí 

fluorescenčních sond. 

3.2.6.1 Homogenizace rostlinného materiálu 

Ve sterilní třecí misce s tloučkem byl homogenizován rostlinný materiál na prášek za 

pomocí kapalného dusíku. Do sterilní podchlazené mikrozkumavky bylo přesně 

odváženo 0,1 g zmrzlého rostlinného prášku. Takto připravené vzorky byly pro další 

zpracování uchovány při -80°C nebo byly ihned použity k izolaci RNA. 

3.2.6.2 Izolace RNA pomocí komerčního kitu (NucleoSpin RNA Plant, Macherey-

Nagel) 

Do sterilní mikrozkumavky se vzorkem bylo přidáno 350 µl RA1 pufru a 3,5 µl  

β-merkaptoethanolu k lýzi buněk. Tato směs byla 1 min prudce vortexována. Do sběrné 

zkumavky byl umístěn fialový NucleoSpin filtr a na něj byl aplikován lyzát  

a centrifugován 1 min, 14 000 g při laboratorní teplotě. Filtrát bez poškození peletu byl 

přepipetován do nové 2 ml mikrozkumavky, kam bylo přidáno 350 µl 70% ethanolu. 

Mikrozkumavka se vzorkem byla opět prudce 1 min vortexována. Vzniklý lyzát byl 

aplikován na světle modrou NucleoSpin kolonu ve sběrné zkumavce. Zkumavka 

s kolonkou byla centrifugována 30 s při 10 000 g a laboratorní teplotě. Po centrifugaci 



41 

 

byla kolona umístěna do nové 2 ml sběrné zkumavky. Na kolonu bylo aplikováno  

350 µl MDB (membráně desalting buffer) a opět proběhla centrifugace 1 min, 14000 g 

při laboratorní teplotě k vysušení membrány. Ve sterilní mikrozkumavce byla 

připravena reakční směs DNAsy, kdy pro každou reakci bylo smícháno 10 µl DNAsy  

a 90 µl DNAsa reakčního pufru, následovalo opatrné promíchání překlápěním 

zkumavky. Tato reakční směs byla aplikována v množství 95 µl na střed silikátové 

membrány kolonky a inkubována 15 min při laboratorní teplotě. Poté pomocí  

200 µl RA2 byla membrána promyta a inaktivována DNAsa, opět došlo k centrifugaci 

30 s při 10 000 g. Kolonka byla umístěna do nové sběrné zkumavky, na ni přidáno  

0,6 ml RA3 a centrifugována 30 s při 10 000 g. Následně byl odstraněn filtrát, kolonka 

byla umístěna zpět do sběrné zkumavky a bylo přidáno 0,25 ml RA3 roztoku. 

Centrifugace proběhla 2 min při 14 000 g a kolonka byla přenesena do nové sterilní  

1,5 ml mikrozkumavky a na střed silikátové membrány bylo přidáno 50 µl DEPC H2O 

(RNAse free). Pomocí centrifugace 1 min při 14 000 g byla vymyta vysoce čistá RNA 

z kolonky. Takto získaný vzorek byl zamražen na -80 °C.  

3.2.6.3 Spektrofotometrické stanovení čistoty RNA 

Míra čistoty vyizolované RNA byla stanovena spektrofotometricky při 260 a 280 nm  

ve 2 µl vzorku. Poměr hodnot A260/A280 ≥ 1,8 odpovídá uspokojivé čistotě vzorku. 

Hodnota A260 byla použita k výpočtu koncentrace RNA.  Koncentrace byla měřena na 

mikrodestičkovém readeru Synergy H1 pomocí destičky Take3. 

3.2.6.4 Reverzní transkripce (přepis RNA do cDNA) 

Veškeré komponenty použité pro přípravu reakce včetně vzorků je nutné po celou dobu 

uchovávat na ledu. Všechny vzorky pro kvantitativní RT-PCR byly připraveny  

se stejným výchozím množstvím RNA (tj. 1 µg). Do malé mikrozkumavky (tzv. stripů) 

byl aplikován1 µg RNA, 1 µl 50 µM oligo(dT) primeru, objem byl doplněn sterilní 

vodou na 11,4 µl. Tato směs byla stočena v pikofuze a inkubována 10 min při 65°C 

v termocycleru. Po inkubaci byla mikrozkumavka přenesena na led a přidána druhá 

reakční směs složena ze 4 µl 5x reakčního pufru, 0,5 µl RNAsového inhibitoru,  

2 µl dNTP mixu, 1 µl DTT a 1,1 µl reverzní traskriptasy (celkový objem 8,6 µl). Tato 

směs byla stočena na pikofuze a byla provedena inkubace při 45°C 30 min. Poté 

následovala 5 min inaktivace při 85°C. Vzniklá cDNA byla zamražena na -20°C. 



42 

 

3.2.6.5 Kvantifikace genové exprese GSNOR metodou real-time PCR 

Pro samotnou qPCR reakci byl jako teplát použit 1 µl vytvořené cDNA. Jako kontrolní 

(negativní vzorek) byl použit 1 µl nepřepsané RNA. Dále jako kontrola sloužil 1 µl H2O 

v RT reakci místo vlastní cDNA. Pro reakci byly použity genově specifické primery 

(Tab. 9) a SYBR Green próba (ABgene, ThermoScientific, UK) s pasivní referenční 

barvičkou ROX k normalizaci dat. Každá reakce byla provedena ve třech technických 

replikátech. Pro přípravu 20 µl reakční směsi byly použity komponenty v množstvích 

uvedených v tab. 7. Reakční směs byla pipetována do PCR zkumavek – stripů 

uložených v chladícím stojánku. 

 

Tab. 7: Příprava reakční směsi 

Složka Objem v µl/l reakce 

SYBR Green Mix 2x 10 

Forvard primer 3 µM 1,75 

Reverse primer 3 µM 1,75 

Deionizovaná voda 5,5 

cDNA 1 

 

Mikrozkumavky – stripy byly důkladně uzavřeny víkem, krátce centrifugovány 

v pikofuze a následně vloženy do termocykleru. Termocykler C1000 byl přednastaven 

na PCR program podle tab. 8. 

 

 

Tab. 8: Nastavení real-time PCR reakce v programu Biorad CPX Manager 

 Teplota Čas Počet cyklů 

Aktivace enzymu 95 °C 15 min 1 cyklus 

Denaturace 95 °C 15 s 40 cyklů 

Navázání primerů 56 °C 30 s 40 cyklů 

Elongace 72 °C 30 s 40 cyklů 

 

V PCR reakci byl stanovován studovaný gen pro GSNOR a jako house-keeping gen 

byl použit elongační faktor 1α. Sekvence jejich primerů jsou uvedeny v Tab. 9. 

 

Tab. 9: Sekvence forward a reverse primerů použitých při PCR reakci 

Sledovaný 

gen 
forward primer reverse primer 

GSNOR CTGGAGTGGGAGTTATGATGAA CCTCCGCCACAGCAAGACCAACT 

EF 1α GGTCATCATCATGAACCATCC CATACCAGCATCACCGTTCTT 
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6. ZÁVĚR 

Diplomová práce byla zaměřena na studium úlohy S-nitrosoglutathionreduktasy  

a reaktivních forem dusíku v procesu vývoje kořene Solanum spp. s využitím 

modulátorů ovlivňujících hladinu NO za fyziologických podmínek a salinitního stresu. 

Z výsledků a diskuse práce vyplývají následující závěry: 

 

 Rychlejší vývoj rostlin (větší délka i hmotnost kořenů a nadzemních částí) byl 

charakteristický pro šlechtěný genotyp Solanum lycopersicum cv. Amateur,  

u kterého byla detekována vyšší aktivita GSNOR, exprese GSNOR, hladina  

S-nitrothiolů a RNS v kořenové části v porovnání s divokým genotypem  

S. habrochaites. 

 Zvýšená hladina RSNO v kořenovém systému v případě aplikace sloučeniny N6022, 

inhibující enzym GSNOR, nebo při aplikaci GSNO, tj. donoru NO, do růstového 

média vedla k pozitivnímu ovlivnění růstu kořenů u obou genotypů Solanum spp.. 

Naopak přítomnost lapače NO růst kořenů ovlivnila negativně. 

 Potvrzená regulace hladiny RNS změnou aktivity GSNOR, následně může 

ovlivňovat hladinu ROS, které mají významnou roli v mechanismu reakcí vedoucích 

k dělení a prodlužování buněk, a to např. přímou interakci ROS a RNS nebo 

ovlivněním aktivity klíčových enzymů metabolismu ROS, např. NADPH oxidasy  

a APX cestou S-nitrosylace. Současně může dojít k pozitivnímu ovlivnění auxinové 

signální dráhu S-nitrosylací jednoho z klíčových proteinů. 

 Změny detekované po aplikaci PTIO poukazují na možné vzájemné ovlivnění 

hladiny RNS a ROS, kdy primární efekt snížení hladiny RNS, může ovlivnit 

produkci ROS vedoucí k následné aktivaci produkce RNS a intenzivní  

S-nitrosylaci. Následnou aktivací enzymu GSNOR se organismus chrání před 

nitrosativním stresem. 

 Inhibice růstu kořene v prostředí redukovaného glutathionu potvrzuje významnou 

úlohu ROS v procesu vývoje rostliny. Genotypy Solanum spp., s rozdílnou citlivostí 

na patogen O. neolycopersici, se významně lišily svou reakcí na přítomnost externího 

redukovaného glutathionu na úrovni aktivace GSNOR aktivity a intenzity procesu  

S-nitrosylace.  

 Byl potvrzen negativní vliv salinitního stresu na růst kořenů. Významnější efekt 

vyšší koncentrace NaCl byl pozorován u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Oba 

genotypy Solanum spp. se lišily odpovědí na salinitní stres na úrovni GSNOR  

a S-nitrosylace. 

 Významná role GSNOR v regulaci reakce rostlin na salinitní stres byla potvrzena 

potlačením inhibičního efektu NaCl na růst kořene v přítomnosti inhibitoru GSNOR. 

V tomto případě lze předpokládat absenci oxidativního stresu v důsledku ovlivnění 

aktivity klíčových enzymů metabolismu ROS, např. NADPH oxidasy a APX cestou 

S-nitrosylace. 

Závěrem lze říci, že byla potvrzena významná úloha GSNOR ve vývoji rostlin Solanum 

spp. za fyziologických podmínek i v případě působení salinitního stresu, regulující 

hladinu RNS a proces S-nitrosylace.  
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

AA/BIS    Akrylamid-N,N-bisakrylamid 

ABP1    Auxin-vázající protein 1 

ACC    1- aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina 

ACO    ACC oxidasa 

ACS    ACC synthasa 

ADH (1,3)    Alkoholdehydrogenasa (třídy 1,3) 

anti-GSNO    Protilátka proti GSNO 

AP     Alkalická fosfatasa 

APX1    Askorbátperoxidasa1 

APS     Persíran amonný 

APF    Aminofenylfluorescein 

Arg     L-arginin 

AsA    Kyselina askorbová 

AtGSNOR   GSNOR z Arabidopsis thaliana 

AUX    Auxin 

BoGSNOR   GSNOR z Botritis synerea 

BSA     Hovězí sérový albumin 

CAT    Katalasa 

CcOx     Cytochrom c oxidasa 

cGMP     Cyklický guanosinmonofosfát 

Cl
-
    Chloridový anion 

CO3
-・    Uhličitanový radikál 

Cys    Cystein 

DAF-FM DA   Diaminofluorescein diacetát 

DHAR    Dehydroaskorbátreduktasa 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

DTT     Dithiotreitol 

eNOS     Endotelová synthasa NO 

FAD     Oxidovaný flavinadenindinukleotid 

FALDH   Glutation-dependentní formaldehyddehydrogenasa 

Fe
2+  

  Železnatý kation 

FMN     Flavinmononukleotid 

Glu    Glutamát 

GPx    Glutathionperoridasa 

GPX    Guajakolperoxidasa 

GS    Glutaminsynthetasa 

GSH     Glutathion 

GSSH    Oxidovaný glutathion 

GSNHOH    S-hydroxylaminoglutathion 

GSNO    S-nitrosoglutathion 

GSNOR    S-nitrosoglutathionreduktasa 

GSO2H   Kyselina sulfinová 

GSONH2    Glutathion-sulfinamid 

GSSG     Glutathion-disulfid 

H2O2     Peroxid vodíku 

Hb    Hemoglobin 

Hcy    Homocystein 

hGSNOR   Lidská GSNOR 
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HMGSH    S-(hydroxymethyl) glutathion 

HNO2     Kyselina dusitá 

HR    Hypersenzitivní reakce 

IAA    Indol-3-octová kyselina 

iNOS    Indubicilní synthasa NO 

JA    Kyselina jasmonová 

LsGSNOR   GSNOR z Lactuca sativum 

MACC   1- malonylaminocyklopropan-1-karboxylová kyselina 

MAP kinasa   Mitogen aktivovaná proteinkinasa 

MAT1    Methioninadenosyltransferasa1 

MDAR   Monodehydroaskorbátreduktasa 

METsynthasa   Methionsynthasa 

Met    Methionin 

Na
+
    Sodný kation 

NAD
+
     Oxidovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NADH    Redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH    Redukovaný nikotinamidadenindinukleotid fosfát 

NaCl    Chlorid sodný 

NH2OH    Hydroxylamin 

NH3    Amoniak 

NH4
+
    Amonný kation 

Ni-NOR    Nitrit:NO oxidoreduktasa 

NiR    Nitritreduktasa 

nitro-Tyr   Nitrotyrosin 

nNOS     Neuronová synthasa NO 

NO
- 
    Nabitý nitroxyl 

NO     Oxid dusnatý 

NO
+
     Nitrosoniový ion 

NO2
-
     Dusitanový anion, nitrit 

NO2     Oxid dusičitý 

NO2Cl    Nitrylchlorid 

NO3
-
     Dusičnanový anion, nitrát 

NO3
-・    Dusičnanový radikál 

NOS    NO-synthasa 

NPR1 NON-EXPRESSER OF PATHOGENESIS-RELATED 

GENE 1 

NR     Nitrátreduktasa 

N2O3    Oxid dusitý 

N2O4    Dimer oxidu dusičitého 

O2    Kyslík 

O2
- 
    Superoxidový anion 

ONOOH   Kyselina peroxynitritová 

ONOO
-
    Peroxynitrit 

P    Protein 

PCD    Programovaná buněčná smrt 

PHGPx   Fosfolipidhydroperoxid-glutathionperoxidasa 

PMSF     Fenylmethylsulfonylfluorid 

POD    Peroxidasa 

Prx    Peroxiredoxiny 

PSII    Fotosystém II 
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PTIO    2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl 3-oxid 

RAC/ROPs   Rho GTPasa 

RBOHD   Respiratory burst oxidase homolog D 

RHS    Redukovaný thiol 

RNS     Reaktivní formy dusíku 

ROS     Reaktivní formy kyslíku 

RS・     Thiylový radikál 

RSNO(s)    S-nitrosothiol(y) 

SA     Kyselina salicylová 

SABP3   SA- vazebný protein 3 

SAHasa   Adenosylhomocysteinasa 

SAM    S-adenosylmethionin 

sGC    solubilní guanilátcyklasa 

SlGSNOR   GSNOR ze Solanum lycoperosicum cv. Amateur 

SNAP     S-nitroso-N-acetylpenicillamin 

SNP    Nitroprussid sodný 

SOD    Superoxiddismutasa 

TF    Transkripční faktor 

TiR1    TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 

TRXh5   Thioredoxin h5 
 

 

 


