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CIiLE PRACE

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo vypracovat literdrni reSersi tykajici se
biologickych funkci cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP) a cyklického 8-nitro-

guanosinmonofosfatu (8-nitro-cGMP ) u Zivocicht a rostlin.

V experimentalni Casti bakalafské prace bylo cilem provést syntézu 8-nitro-
cGMP a ovéfit jeho biologické Ucinky pii regulaci uzavirani praducht, kli¢eni semen a

rustu kofenového systému.



1 Uvod

Zivogichové i rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny ménicim se vliviim prostiedi.
Pro vyrovnani téchto ménicich se vlivii organismy vyvinuly nejriiznéjs$i obranné
mechanismy. Jednou z molekul zapojujicich se do obrannych mechanismi u zivocCich 1
rostlin je cyklicky 8-nitroguanosinmonofosfat (8-nitro-cGMP). 8-nitro-cGMP je
unikatni molekula, kterd vznika z guanosintrifosfatu (GTP) v odpovédi na pritomnost
reaktivnich forem kysliku (ROS) a oxidu dusnatého (NO).

Role 8-nitro-cGMP v zivoc¢isSnych bunkach byla prozkouméana dobfe, zatimco
v rostlinnych bunkach nejsou mechanismy piisobeni 8-nitro-cGMP objasnéné uplné. 8-
nitro-cGMP byl detekovan u zivocichi v srde¢ni tkdni po infarktu myokardu. Jeho
pritomnost ma prospesny vliv na rekonvalescenci srde¢ni tkdn€ (Nishida et al., 2012). U
rostlin 8-nitro-cGMP zplisobuje uzavirani priducha (Joudoi et al., 2013), ale jeho dalsi
biologické Uc¢inky v rostlindch dosud nebyly testovany. Tato bakalatrské prace se zabyva

pusobenim 8-nitro-cGMP na rostliny.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je plynnd signalni molekula, ktera je zapojena v riznych
fyziologickych i patofyziologickych procesech. NO je velmi reaktivni radikal, ktery
muze difundovat bunéénymi membranami a tak muze také plnit funkci jako druhy
posel. Oxid dusnaty ma vliv na fadu procesii, které probihaji v rostlinach, jako jsou
kli¢eni semen, rast kofent, biosyntéza chlorofylu, tvorba bunécné stény, senescence a
bunécna smrt. NO také indukuje uzavirani priducht a inhibuje otevirani praduchi v
listech. U zivoc€ichi hraje oxid dusnaty roli v regulaci mnoha fyziologickych jevi jako
je vaskuladrni a neuronova signalni transdukce, obrana hostitele, infekce, zanétliva
onemocnéni a regulace bunéné smrti (lhara er al, 2011b). Oxid dusnaty hraje

vyznamnou roli zejména jako signalni latka v kardiovaskuldrnim systému a v mozku

(Chlieh et al., 2011).
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Obr. 1 — Schéma biosyntézy oxidu dusnatého a L-citrulinu z L-argininu katalyzované NOS.

Oxid dusnaty mtze mit v zavislosti na fad¢ faktor dva odlisné efekty: cytoprotekci a
cytotoxicitu. Rozdil mezi témito efekty zalezi zejména na koncentraci a chemické
reaktivit¢ NO a RNS v daném misté buitkky nebo tkané (Zaki et al., 2009). Nadbytek
produkce NO je pravdépodobnou pfi¢inou riznych patofyziologickych stavil jako jsou
zanéty, rakovina, neurodegenerativni a kardiovaskuldrni onemocnéni (lhara et al.,
2011b).

U savcil je oxid dusnaty syntetizovan pomoci tii rozdilnych isoforem synthasy oxidu

dusnatého (NOS) (EC 1.14.13.39): neuronalni NOS (nNOS), inducibilni NOS (iNOS) a



endothelidlni NOS (eNOS). NOS katalyzuji oxidaci L-argininu na L-citrulin za uvolnéni
NO (Obr. 1). Signalni drahy NO mohou byt klasifikovany do dvou zakladnich skupin:
cGMP-dependentni (kanonickda NO/cGMP cesta) a cGMP-independentni (nekanonicka
NO-indukujici posttranslaéni modifikace) (Ahmed et al., 2011).

2.1.1 Signalni drahy oxidu dusnatého

Oxid dusnaty je soucasti signalnich a regulacnich drah vnitrobunécéné regulace a
mezibunééné komunikace. Prenos signalu zahrnuje signalni molekulu cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP), kterd je vytvofena z guanosintrifosfatu (GTP) za
katalyzy rozpustnou guanylatcyklasou (sGC). Molekula cGMP se vaze na alosterické
regulacni domény cilovych proteinti, v€etné proteinovych kinas, iontovych kanali a
fosfodiesteras. To umozni bunice adaptovat se na zmény podminek prostiedi a s tim
spojenym stresem (Sawa et al., 2013).

Mezi dalsi signalni drahy NO, které jsou nezavislé na cGMP, patii reakce NO s ROS,
nitrosylace thiolovych skupin cysteind, nitrace tyrosintl, reakce s thioly, vazba NO na
hemové proteiny, nitrace mastnych kyselin a aktivace kaskady proteinkinas (Piterkova
et al., 2008).

Utinky NO jsou pfipisovany také z n&j vychazejicim reaktivnim formam kysliku a
dusiku (RNOS) vcetné¢ oxidu dusi¢ittho (NO,;) a peroxynitritu (ONOO’). Tyto
slouCeniny jsou vytvareny reakci oxidu dusnatého s molekularnim kyslikem a
reaktivnimi formami kysliku (ROS). Peroxynitrit je povaZovan za silné oxidacni a
nitraéni Cinidlo, které ma vyznamnou ulohu také v riznych patofyziologickych
situacich. Pfi fyziologickém pH peroxynitrit existuje jednak ve formé¢ ONOO’, jednak
jako konjugovana kyselina ONOOH. Peroxynitrit se rychle rozklada za vzniku oxidu
dusicitého (NO,) a hydroxylového radikdlu (OH). Mezi RNOS dile tfadime nitryl
chlorid (NO,Cl), ktery je tvoren reakci dusitani (NO;) a kyseliny chlorné (HCIO), a
oxid dusicity (NO,), ktery je tvotfen reakci NO s molekularnim kyslikem (lhara et al.,
2011b).

Pokud hladina RNOS pfevysi bunécnou antioxida¢ni kapacitu, miize dojit
k nitra¢nimu a oxida¢nimu poskozeni nukleovych kyselin, proteind, lipidi a dalSich
sloucenin. RNOS maji silny oxida¢ni a nitracni potencidl a mohou zplsobit oxidaci
nékterych slozek nukleovych kyselin (napf. guaninu nebo adeninu) za vzniku nitracnich

a oxidacnich derivatl guaninu a adeninu (8-nitroguanin a 8-nitroadenin). Tyto latky



byly identifikovany v tkénich pfi riznych zanétlivych onemocnénich (rakovina, virova
pneumonie a jiné zanétlivé stavy) (lhara ef al., 2011b).

Nitrované mastné kyseliny vznikaji vnesenim nitroskupiny do mastné kyseliny,
dojde tak k substituci na jednom z uhlikii nenasycenych vazeb. Nitrované mastné
kyseliny patfi mezi dalezit¢ signdlni molekuly, které jsou tvofeny v odpoveédi na
zanétlivé a oxidacni procesy a jsou zapojené do antioxidacnich signalnich drah
(Némcakova et al., 2010). Nitrace proteinil probiha navazanim nitroskupiny na tyrosin
proteinu. Zvysena hladina nitrovanych proteinii byla prokazana v ¢asnych i pokrocilych

stadiich neurodegenerativnich a kardiovaskularnich chorob (Hnizdova et al., 2009).

2.2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou redukované derivaty molekularniho kysliku. Mezi
ROS tadime: superoxidovy anion — O,", peroxid vodiku — H,O,, singletovy kyslik — O,,
hydroxylovy radikal — HO", ozon — O3 nebo kyselina chlornd — HCIO. Tyto latky jsou
produkovany béhem energetického metabolismu nebo pii obrannych procesech bunck
v reakci na infekci tkdni vyvolanou patogeny. Nebezpecnost ROS spociva v jejich
vysoké reaktivité a mozné oxida¢ni modifikaci fady biomolekul. ROS jsou vskutku
schopné vyvolat mnoha onemocnéni: infekce, rakovina, metabolickd onemocnéni (napf.
arterosklerosa, diabetes mellitus) a neurologickd onemocnéni (napi. Alzheimerova
choroba) (Akaike et al., 2013).

Enzymy vyznamné pfispivajici k produkci ROS, jako napt.: NADPH oxidasa (Nox)
(EC 1.6.3.1), jsou produkovany mnoha typy bunék a jsou povazovany za
antimikrobidlni efektory. Nedavné studie ukazuji, Zze tyto latky maji funkci ve
fagocytujicim imunitnim systému, epitelidlnim systému a endokrinnim systému (Akaike
et al., 2013). Podle diivéjsich studii se védci domnivali, Ze ROS zplsobuji v mnoha
piipadech nespecifickd oxidacni poskozeni biologickych molekul. Dnes vime, Ze ROS
nemaji pouze negativni, ale také pozitivni ucinky pokud je jejich hladina udrzovana na
fyziologickych hladinaich a pokud ROS reaguji za vzniku meziprodukti s
cytoprotektivnimi funkcemi. ROS se zapojuji v mnoha fyziologickych funkcich, které
reguluji bunéénou signalni transdukci (Akaike ef al., 2013).

2.2.1 Tvorba signali ROS

ROS jsou mimoradné reaktivni nizkomolekuldrni slouceniny, které jsou velmi

nestabilni v biologickych systémech. Specificita signalni funkce ROS zavisi na



produkénich systémech ROS a jejich chemické reaktivit¢ v rtiznych bunéénych
oddilech.

Tvorba ROS v bunce vychdzi zriznych zdroji, napt.z Nox v plazmatické
membran¢, z endoplazmatického retikula nebo z dychaciho fetézce v mitochondriich
(Obr. 2). ROS jsou reaktivnimi priméarnimi signaly a interaguji pfimo nebo nepiimo
s mnoha senzorickymi molekulami v buiice. Pii piimém pienosu signdlu dochézi
k aktivaci tzv. senzort-efektorit ROS. Pti nepfimém pienosu signdlu je nutna soucasna
pritomnost NO. Dochazi tak k oxidaci nebo nitraci rtiznych biomolekul (proteiny,
lipidy, nukleové kyseliny) za vzniku stabilnéjSich druhych posli, jako je naptiklad 8-
nitro-cGMP. Primarni signaly a druzi poslové dale interaguji se senzory-efektory ROS,
které zprostfedkovavaji odezvy na transkripéni a posttranslaéni trovni (Akaike et al.,

2013).

Plasmaticka Wﬁ

. |
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Fosforylace

Obr. 2 — Schéma bunécnych signalnich mechanismtt ROS (upraveno podle Akaike et al., 2013).

Regulace hladiny ROS v bunkach souvisi s aktivitou enzymi metabolismu ROS:
superoxiddismutasy (SOD) (EC 1.15.1.1), katalasy (EC 1.11.1.6), glutathionperoxidasy
(GPx) (EC 1.11.1.9) a peroxireduktasy (EC 1.11.1.15). SOD je enzym, ktery katalyzuje

dismutaci superoxidového anionradikdlu na peroxid vodiku. Katalasa a peroxireduktasa
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katalyzuji rozklad a redukci peroxidu vodiku. GPx katalyzuje rozklad peroxidu vodiku

za pritomnosti redukovaného glutathionu (Nishida et al., 2014).
2.3 Cyklicky guanosinmonofosfat

2.3.1 Biosyntéza cyklického guanosinmonofosfatu
Cyklicky guanosinmonofosfat (¢cGMP) je cyklicky guaninovy nukleotid vznikajici
z guanosintrifosfatu  (GTP) katalytickym plsobenim enzymu, ktery byl nazvan
guanylatcyklasa (GC) (EC 4.6.1.2). U obratlovcl byly identifikovany dvé formy
guanylatcyklasy: membranové vazané GC (pGC) a rozpustné GC (sGC). Tyto enzymy
jsou aktivovany v odpovédi na konkrétni signaly: sGC je obvykle aktivovan vazbou NO
a pCG je aktivovan peptidovymi ligandy a natriuretickymi peptidy (NP).
Natriuretickymi peptidy jsou atridlni NP (ANP), mozkovy (BNP) a NP typu C (CNP)
(Sprenge a Nikolaev, 2013). Guanylatcyklasa mize byt aktivovana také ROS, které
vznikaji v odpovédi na oxidaéni a metabolicky stres (Sawa et al., 2013).
Guanylatcyklasa hraje kli¢ové role v mnoha biologickych procesech u rostlin. GC se
ucastni transdukce signalnich drah rostlinnych hormont, zejména v NO-dependentni

signalizaci a v odpovédi rostlin na bioticky a abioticky stres (Meier et al., 2009).
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Obr. 3 — Vzorec cyklického guanosinmonofosfatu (pievzato ze Saito et al., 2008).

Intracelularni cGMP se mulze vazat na alosterické regulaéni domény cilovych

proteinii: cGMP-dependentni proteinkinasy G (PKG), fosfodiesterasy a iontové kanaly.



To ma za nasledek mnoho biologickych ucinki, které pomahaji buitkkdm ptizpisobit se

na zmény podminek prostiedi a metabolicka poskozeni.

2.3.2 cGMP jako druhy posel

c¢cGMP hraje vyznamnou roli jako takzvany druhy posel stejné¢ jako cyklicky
adenosinmonofosfat (CAMP), ovSem koncentrace cGMP je v tkanich mnohem nizsi nez
koncentrace cAMP.

Jako druhy posel se oznacuje mala signalni molekula, ktera zvysuje svou koncentraci
v bufice po navazani ligandu na receptor. Diky malé velikosti druhého posla je
umoznéna snadnd difuze po celé buiice. Jednou z funkci druhého posla je zesileni
signalu, ktery do buiiky ptichézi ptes receptor. Po vykonani dané funkce druhého posla
jeho koncentrace v buiice rychle klesd. Produkce druhych posli je typicka pro
receptory, které jsou sptazeny s G-proteiny (Chong a Victorino, 2005).

Proteinkinasa G je dimer skladajici se z katalytické a regula¢ni podjednotky. cGMP
se vaze do specifickych mist na regulacnich podjednotkdch PKG a aktivuje podjednotky
katalytické. Katalytické podjednotky umozni fosforylaci cilovych mist v proteinech a
zprostiedkovavaji rozmanité funkce: regulaci vaskularniho tonu, gastrointestinalni
funkce a neurondlni aktivitu. Regula¢ni podjednotka je schopna blokovat aktivni mista

na jednotce katalytické (Sprenger a Nikolaev, 2013).

2.3.3 Funkce ¢cGMP u Zivocichii a rostlin

V ZivociSnych buiikkdch byla role cyklickych nukleotidi dobfe popséna, zatimco
v rostlinnych buiikdch nejsou mechanismy plisobeni cyklickych nukleotidli objasnéné
uplné. OvSem v poslednich letech byly ziskdny nové poznatky o tloze cGMP a GC
v rostlinach (Martinez-Atienza et al., 2007).

2.3.3.1 Funkce cGMP u zivoc¢ichu

Rada podnéti vede ke zvyseni aktivity rozpustné guanylatcyklasy, ktera katalyzuje
produkci cyklického guanosinmonofosfatu. cGMP je klicova signdlni molekula, ktera se
podili na relaxaci hladkého svalstva, inhibici agregace krevnich destic¢ek, signalizaci
homeostatické regulace, hraje dilezitou roli ve smyslovych systémech véetn¢ zraku a
¢ichu a reguluje fadu intraceluldrnich procest (napft. aktivaci neutrofil) (Joudoi et al,

2013; Chlich e. al, 2011).
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Obr. 4 — Schéma signalnich drah ¢cGMP v zivocisSnych bunkach — Pfitomnost NO vede
prostfednictvim G-proteinu ke stimulaci GC a zvyseni bunééné hladiny cGMP. cGMP muize byt
degradovan pomoci specifickych fosfodiesteras (PDE) za vzniku GMP. cGMP miize také ptimo
aktivovat cGMP-zavislé proteiny a iontové kanaly (cyclic nucleotide gated — CNG). cGMP
aktivuje ¢cGMP-dependentni proteinkinasy G (PKG), které mohou fosforylovat velky pocet
cilovych proteind (target - T) a vyvolat tak buné¢nou odezvu. R — receptor, Gc — G-protein,
NOS - synthasa oxidu dusnatého, PPs — fosfatasa, CaM — calmodulin (upraveno podle
Martinez-Atienza et al., 2007).

2.3.3.2 Funkce cGMP u rostlin
Studie poslednich let ukazuji, Ze cyklické nukleotidy (cAMP a cGMP) jsou zapojeny

v mnoha dulezitych procesech u rostlin (regulace otevirdni stomat, iontovych kanald na
membranach, funkce chloroplastti, signalizacni funkce rostlinnych hormonti, regulacni
funkce homeostazy K, Ca*" a Na™, odpovédi na stresové podnéty a genova transkripce).
Hladiny cGMP v semenaccich Arabidopsis thaliana jsou vyrazné zvySeny v odpovédi
na zasoleni a osmoticky stres, coZ ukazuje na komplexni roli cGMP ve stresovych
odpovédich (Meier et al., 2009).

cGMP reaguje na svétlo a je zapojeny v regulaci biosyntézy antokyant a spolec¢né
s Ca®" aktivuje uplny vyvoj chloroplasti (Teng et al, 2010). B&hem vystavby
chloroplasti cGMP vyvolava indukci gent, které koduji chalkonsynthasy (CHS) (EC
2.3.1.74), klicové enzymy v biosyntéze antokyani (Martinez-Atienza et al., 2007,
Chlieh et al., 2011).



Syntéza ¢cGMP je vyvolana v odpovédi na aktivaci signalnich drah fytohormont.
Gibereliny (GA) mohou vyvolat zvyseni hladiny cGMP a ptfitomnost cGMP je potiebna
pro produkci a sekreci a-amylasy v semenech jecmene. cGMP je pozitivni regulator
kliceni u Arabidopsis thaliana (Chlieh et al., 2011, Teng et al., 2010). GA a cGMP
interaguji s dalSim rostlinnym hormonem: kyselinou abscisovou (ABA). Kyselina
abscisova zpusobuje uzavirani stomat pfes meziprodukty zahrnujici NO a H,O,. Diky
blizkému vztahu mezi klicenim semen, fytohormony a cGMP, védci dosli k zavéru, ze
c¢GMP mozna reguluje kliceni semen diky interakci s fytohormony (GA, ABA), avSak
zatim neexistuji zaddné studie, které by jednoznacné potvrzovaly funkci cGMP pfi
kliceni (Chlieh et al., 2011).

Pokud dojde kinterakci mezi patogenem a korespondujicimi geny rezistence
v rostling€, dochéazi k aktivaci obrannych mechanismi rostliny. Tento proces vyvolava
produkci cGMP a mnoha signalnich molekul: jasmonat (JA), ethylen, kyselina
salicylova (SA) a vpozd¢jsi fazi také transkripcni aktivaci obrannych gent. Tyto
odpovédi jsou Casto doprovazeny hostitelskou bunéénou smrti, ktera je charakteristicka
tvorbou neurotickych 1ézi v infikované oblasti (Meier et al., 2009).

V ptipadé nerozpoznani patogenu rostlinou je umoznén rust patogenu. Virulentni
patogeny mohou vyvolat aktivaci rostlinného obranného mechanismu, ktery vSak neni
stejny jako ochranny mechanismus vyvolany nevirulentnim patogenem. Receptorové
proteiny nerozpoznavaji (ne)virulentni molekuly piimo, ale pifes molekulovy
meziprodukt. Pozdéjsi vyvolani cGMP nevirulentni infekci je v souladu s predchozi
detekci patogenu a aktivaci obrannych odpovédich (Meier et al., 2009).

U rostlin bylo zaznamenano zvySeni hladin cGMP u smrku (Picea abies), tabadku
(Nicotiana tabacum), so0ji (Glycine max) a u Arabidopsis thaliana. V rostlinich
inhibitory ZivociSné guanylatcyklasy zabranily indukované bunééné smrti rostlin a

neindukovanému uzavieni praducht (Joudoi et al., 2013).

2.3.4 Degradace cGMP

Fosfodiesterasy (PDE) jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP) a cyklického adenosin monofosfatu (cAMP). Pii této
reakci vznikaji pfislusné 5-monofosfaty. Fosfodiesterasy patifi do 21-Clenné genové
rodiny, v ramci které jsou seskupeny podle jedenacti riznych primérnich isoenzymu (s
celkovym poctem 48 izoforem) na zaklad€ substratové aktivity, selektivity a

regulacnich mechanismti. PDES, PDE6 a PDE9 jsou vysoce selektivni pro cGMP,

9



zatimco PDEI, PDE2 a PDE11 maji substratovou afinitu pro oba adeninové nukleotidy:
cAMP a cGMP. Inhibitory fosfodiesteras zabranuji degradaci cGMP, ¢imz se zvySuji

anebo prodluzuji jeho ucinky (Sawa et al., 2013).

2.4 Cyklicky 8-nitro-guanosinmonofosfat

Cyklicky 8-nitro-guanosinmonofosfat (8-nitro-cGMP) je nitrovany cyklicky nukleotid
odvozeny od cyklického guanosinmonofosfatu. Vyzkumy poslednich let ukazuji, ze 8-
nitro-cGMP je velmi dilezita signalni molekula v biologickych systémech. 8-nitro-
c¢GMP je produkovan za fyziologickych a patofyziologickych podminek. 8-nitro-cGMP
ma jedinecné elektrofilni vlastnosti. 8-nitro-cGMP miize slouzit jako jedine¢ny druhy

posel regulujici signalni drahy ROS v pfitomnosti oxidu dusnatého (Ahmed et al.,

2012).
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Obr. 5 — Vzorec cyklického 8-nitro-guanosinmonofosfatu (pfevzato ze Saito et al., 2008).

8-nitro-cGMP miize chranit bunky pfed oxida¢nim stresem, ktery souvisi
s cytotoxicitou. Endogenni nukleotidy nachazejici se v buitkkdch mohou byt citlivé na
hladinu ROS (Ihara et al,, 2011b).

Vyznamnd tloha 8-nitro-cGMP v signalnich funkcich v biologickych systémech je
zprostiedkovana jeho dvojim mechanismem Uc¢inku: kanonickou NO- a cGMP-z4avislou
cestou a elektrofilni redoxni signalizaci (Ahmed et al., 2011).

K vyvolani nitrace guaninovych nukleotidii neni dostacujici pfitomnost pouze NO.
K nitraci guaninovych nukleotidii je tfeba reaktivnich forem kysliku (ROS) nebo
reaktivnich forem dusiku (RNS) (Ihara et al, 2011a). Peroxynitrit je schopen nitrovat

guaninové nukleotidy, pfiCemz Uc€innost nitrace se méni v zavislosti na struktuie
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nukleotidd. GTP vykazal nejvyssi produkci nitrovanych nukleotidd. Uginnost nitrace
pak klesa v néasledujicim potadi: guanosin-5-difosfat, guanosinmonofosfat, cGMP. GTP
je tedy povazovan za primarni cil pro biologické nitrace v buiikach za tvorby
nitrovaného GTP (Sawa et al., 2013).

Dal§im u¢innym mechanismem pro nitraci guaninovych nukleotidd mohou byt
reakce katalyzované myeloperoxidasou (MPO) v pfitomnosti H,O,. MPO reaguje
s H,O; za vzniku meziproduktu MPOI, ktery mtize dale oxidovat dusikaté slouceniny za
vzniku NO,. MPOI muze také pfimo oxidovat guaninové nukleotidy za vzniku
guaninovych radikala. Takto vytvofené guaninové radikaly mohou reagovat s NO, za
vzniku nitrovanych guaninovych nukleotida (Sawa et al., 2013).

Posledni studie nasvédcuji, Ze nitrované derivaty jako je 8-nitro-cGMP, hraji
ochrannou funkci v bunééné signalizaci. 8-nitro-cGMP pulisobi jako bunécnd signalni
molekula a signalni kaskada NO/8-nitro-cGMP ptisobi pii ochrané buiky (Sawa et al.,
2013).

Biochemické analyzy za pouziti purifikovanych enzymt (PDE1 a PDES) zjistily, Ze
8-nitro-cGMP je odolny vii¢i hydrolyze zavislé na aktivité¢ PDE (Sawa et al., 2013).

2.4.1 Vznik 8-nitro-cGMP
Studie ukézaly dileZitost rtiznych enzymu pii tvorb& 8-nitro-cGMP: synthasy oxidu
dusnatého (NOS), NADPH oxidasy (Nox) a guanylatcyklasy (GC). Ruzné izoformy
NOS mohou hrat dtlezitou roli pfi vzniku 8-nitro-cGMP v rtiznych tkanich a bunkach:
vysokd aktivita inducibilni NOS (iNOS) muze hrat vyznamnou roli pii tvorbé 8-nitro-
cGMP v bunikach a tkanich, ve kterych probihaji zanétlivé procesy. Neuronalni NOS
(nNOS) mutzZe piispivat ke tvorbé 8-nitro-cGMP v dopaminergnich neuronech (Sawa et
al., 2013).

Tvorba 8-nitro-cGMP (Obr. 6) vychazi z guanosintrifostatu (GTP), ktery reaguje
s oxidem dusnatym (NO) a reaktivnimi formami kysliku (ROS) za vzniku 8-nitro-GTP.
Reakci ROS a NO dochdzi ke vzniku RNOS. Piikladem RNOS je mimo jiné
peroxynitrit (ONOQO"), coZ je velmi silné oxida¢ni a nitracni ¢inidlo a je tvofen reakci
NO a superoxidu (O;"). 8-nitro-GTP je pfeménovan pisobenim guanylatcyklasy na 8-
nitro-cGMP. Piedpoklada se tedy, ze nitrace GTP je hlavni cestou, pfi které se tvoii 8-
nitro-cGMP v bunkach (Akaike et al., 2013).

Velmi dilezitym faktorem pii tvorbé 8-nitro-cGMP je jeho kritickd zavislost na

bunétné produkci ROS, které¢ maji ptivod v mitochondridlnich komplexech I a III.
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Pokud byly pouzity lapace ROS jako superoxiddismutasa (SOD) nebo tiron (kyselina
1,2-dihydroxy-3,5-benzendisulfonovd), doslo témét k iplnému zastaveni produkce 8-

nitro-cGMP, ale pfitom hladina cGMP nebyla ovlivnéna (Sawa et al., 2013).
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Obr. 6 — Vznik a metabolismus 8-nitro-cGMP. GC-guanylatcyklasa, CBS - cystathion-f3-
synthasa, CSE — cystathion-y-lyasa, PDE - fosfodiesterasa, ROS - reaktivni formy kysliku,
RNOS - reaktivni formy kysliku a dusiku (upraveno podle Sawa et al., 2013).

Dalsi moZnou cestu vzniku 8-nitro-cGMP predstavuje reakce cGMP s peroxynitritem
nebo s dusitanem a peroxidem vodiku v reakci katalyzované peroxidasami. Reaktivni
formy dusiku (RNS) tedy vyvolavaji nitraci cGMP a tvorba 8-nitro-cGMP je zavisld na
soucasné produkci NO i ROS. Reakci samotného NO s cGMP ovsem 8-nitro-cGMP
nevznikd (Okamoto ef al., 2010).

2.4.2 Funkce 8-nitro-cGMP u Zivoc¢ichii

Vysledky studii na zvifecich modelech poskytly dikazy o tom, Ze 8-nitro-cGMP je
pfitomny v tkanich za fyziologickych podminek a mlZe byt povazovan za relevantni
signalni molekulu in vivo. Sawa et al. (2007) pouzil sav¢i bunky k prokdzani pribehu
NO-dependentni nitrace cGMP za fyziologickych a patofyziologickych podminek.
Tento nitrovany derivat aktivuje c¢cGMP-dependentni proteinkinasu, ktera indukuje

vazodilataci a inhibuje vazokonstrikci.
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Tvorba 8-nitro-cGMP byla také prokézana v srde¢ni tkdni mysi. Onemocnéni srdce
je jednim z nejcastéjSich onemocnéni v moderni spolecnosti. ROS a NO vytvofené
z INOS a Nox2 hraji vyznamnou roli pii vyvolani srde¢nich onemocnéni. 8-nitro-cGMP
byl produkovan v mySich srdcich po infarktu myokardu nebo pii vysokém krevnim
tlaku. Ptitomnost 8-nitro-cGMP nebyla prokézéna v aorté diabetickych mysi (Sawa et
al., 2013) a v srdcich iNOS-deficientnich mysi po infarktu myokardu (Akaike et al.,
2013). Podle Nishida et al. (2012) muaze mit aplikace 8-nitro-cGMP po infarktu
myokardu prospésné ucinky na rekonvalescenci srdce a srde¢ni remodelaci.

Bylo prokdzano, ze také LPS a ATP indukuji v srdecnich buiikdch produkci NO
prosttednictvim iNOS. Aktivace bunééné kultury krysich neonatilnich srdec¢nich
myocytl a fibroblastli ptidavkem ATP nebo LPS, vedla ke tvorbé endogenniho 8-nitro-
cGMP. Tento fakt vedl k zavéru, Ze srde¢ni bunky v odpovédi na stimulaci pomoci
rozdilnych agonisti aktivné produkuji 8-nitro-cGMP v iNOS-zéavislém mechanismu

(Akaike et al., 2013).

2.4.3 Funkce 8-nitro-cGMP u rostlin

Signalni funkce 8-nitro-cGMP u rostlin byly zatim popsany pouze v regulaci priduchi
(Joudoi et al., 2013). Praduchy (stomata) jsou regulované pory, které se nachazeji na
povrchu rostlin a slouzi k vyméné plynli a vody mezi rostlinou a okolim. Priduchy jsou
tvofeny dvojici sv€racich bun€k a priiduchovou S$térbinou. Pokud dojde ke zvySeni
turgorového tlaku ve svéracich bunkéch, dochazi ke zvétSeni priduchové Stérbiny a
pruduch se otevie. Naopak snizeni turgorového tlaku ve svéracich bunkach vede
k naslednému uzavieni praduchti.

Otevieni nebo uzavieni priduchd je velmi Uzce spjato s fotosyntézou. Praduchy
rostlina vylucuje vodu a pfijima CO,. Za normalnich podminek jsou praduchy na svétle
otevien¢ (probihd fotosyntéza) a ve tmé jsou naopak uzaviené (fotosyntéza je
neaktivni). Otevirani a uzavirani priduchd je mimo jiné regulovano vlhkosti, svétlem,
koncentraci oxidu uhli¢itého, patogeny a rostlinnymi hormony. Svéraci bunky poskytuji
vhodny modelovy systém pro studium pienosu signalu. Za nedostatku vody, kdy
dochazi k poklesu vodniho potencialu rostliny, dochazi k syntéze kyseliny abscisové
(ABA). Kyselina abscisova reguluje signalni kaskadu, kterd vede k uzavieni priduchu

(Joudoi et al., 2013).
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Obr. 7 — Schematicky nékres otevienych a uzavienych priducha.

V nedavno publikované studii bylo popsano, ze 8-nitro-cGMP vyvolava uzavirdni
priduchi na svétle. Endogenni syntéza 8-nitro-cGMP ve svéracich buiikach je vyvolana
v pritomnosti kyseliny abscisové, NO a ROS. Bylo zjisténo, ze exogenni aplikace ABA,
NO a ROS zvysuje hladinu 8-nitro-cGMP ve svéracich buiikach. 8-nitro-cGMP spousti
uzavirani praducht, zatimco membranu-prostupujici substituéni analog cGMP,
cyklicky  8-bromguanosin-3,5-monofosfat  (8-brom-cGMP) uzavieni priducht
nevyvolava. Naproti tomu ve tmé bylo pozorovano, Ze pouze 8-brom-cGMP vyvolava
otevieni praducht (Joudoi et al., 2013). Zda se tedy, ze signalni dradha NO a 8-nitro-
c¢GMP je odlisna od klasické NO/cGMP drahy (Obr. 8).
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Obr. 8 — Schéma signalnich drah 8-nitro-cGMP ve svéracich buiikdch. Stimulacni latky:
kyselina abscisovd (ABA), jasmonat (JA), UV, vysokd koncentrace CO, a patogeny vyvolavaji
na svétle syntézu oxidu dusnatého (NO). NO vyvolava produkci cGMP pies NO-dependentni
guanylatcyklasul (NOGC1). Stejné stimulacni latky vyvoldvaji produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS), které¢ mohou reagovat s NO za vzniku RNS. Takto vytvofené RNS reaguji
s cGMP za vzniku 8-nitro-cGMP. 8-nitro-cGMP spousti cytoplazmatické zvyseni Ca®" a
aktivaci pomalého aniontového kanalu (slow anion channel 1 — SLAC1), coz vyvolava uzavieni
stomat. Ve tm¢ dals$i rostlinné hormony (auxiny, cytokininy a natriuretické peptidy) vyvolavaji
snizeni hladiny NO a ROS a zvySeni cGMP, coz mé za nasledek otevieni stomat (upraveno
podle Joudoi et al., 2013).

Patogeny vyvolavaji rychlou produkci NO a H,O,. Tyto latky spoustéji signalni
drahy vedouci k aktivaci obrannych odpovédi rostlin, které¢ zahrnuji expresi genti pro
obranné ucely, hypersenzitivni reakce a uzavieni pruduchti. Kromé toho jsou NO a
H,0O, dulezité signalni molekuly, které jsou zapojeny do vyznamnych fyziologickych
procest jako je vyvoj kofene, kotfenovy gravitropismus a kliceni semen. NO a ROS byly
identifikovany jako zékladni sloZky signdlni kaskady, ktera vede k uzavieni priduchi.
To je zplisobeno v reakci na jasmonat, UV, tmu a vysokou koncentraci oxidu uhlicitého.
V reakci na stresové faktory ochranné builkky generovaly ROS a NO soucasné, to
znamend, Zze ROS a NO maji synergické plisobeni v bunééné signalizaci a uzavirani
praduchii. Nové poznatky o 8-nitro-cGMP naznacuji, ze signalni drahy ROS a NO se ve

stomatech sbihaji v kroku nitrace guaninovych nukleotid (Joudoi et al., 2013).
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2.4.4 Metabolismus 8-nitro-cGMP

Oxidacni stres v buiikkach vyvolava tvorbu celé tady elektrofilnich molekul vcetné 8-
nitro-cGMP. V buiikach je 8-nitro-cGMP relativné¢ stabilni sloucenina, ktera zajistuje
signaliza¢ni funkce. 8-nitro-cGMP je zifejm&é mnohem méné reaktivni nez dalsi
endogenni elektrofily, naptiklad nitrované mastné kyseliny. Podle aktualnich znalosti
muze byt 8-nitro-cGMP metabolizovan nékolika zpiisoby: reakci s glutathionem
katalyzovanou enzymy glutathion-S-transferasami (GST), thiolovym aniontem a

thiolovymi skupinami proteint (S-guanylace).

2.44.1 Metabolismus 8-nitro-cGMP piisobenim glutathion-S-
transferas (GST)

Reakce nukleofilni thiolové skupiny glutathionu (GSH) s fadou elektrofilnich slouc¢enin
je katalyzovana enzymy rodiny glutathion-S-transferas (GST, EC 2.5.1.13). Reaktivni
elektrofily, které se tvoii v bunkach v odpovédi na stres, jsou takto detoxifikovany
pomoci GST. Predpoklada se, ze by 8-nitro-cGMP mohl slouzit jako substrat GST,
ovSem toto nebylo experimentalné prokazano s pouzitim riznych izoforem GST. Diky
nizké reaktivit¢ 8-nitro-cGMP vi¢i redukovanému glutathionu a nizké preméné
pusobenim GST muize §-nitro-cGMP slouzit jako stabilni signalni redoxni molekula

(Akaike et al., 2013).

2.4.4.2 Metabolismus 8-nitro-cGMP piisobenim thiolového aniontu
(HS-)

Sulfan je nejmensi thiol, ktery je utvafen v bunikach Zivoc€ichil 1 rostlin prostfednictvim
metabolismu cysteinu. Biosyntéza sulfanu probiha plisobeni dvou klicovych enzymt
cystathion-B-synthasy (CBS) (EC 4.2.1.22) a cystathion-y-lyasy (CSE) (EC 4.4.1.1). Ve
vyS§ich koncentracich je sulfan velmi silny jed. OvSem za kontrolované produkce na
Protoze rychlostni konstanta reakce H,S a ROS ma relativné malou hodnotu,
nepiedpoklada se, Ze by sulfan mohl byt pfimo lapac¢em ROS. Reakci 8-nitro-cGMP se
sulfanem dochéazi ke vzniku 8-SH-cGMP. 8-SH-cGMP je patrné velmi stabilnim
kone¢nym produktem thiolovych derivatl a 8-nitro-cGMP (Akaike et al.,, 2013, Ida et
al., 2014).
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2.4.5 Funkce 8-nitro-cGMP v S-guanylaci proteini

Diky vysokému elektrofilité 8-nitro-cGMP ochotné reaguje s vysoce nukleofilnimi
thiolovymi skupinami proteinovych cysteinli za soucasného uvolnéni nitro skupiny,
ktera je nositelkou elektrofility. Dochazi ke vzniku aduktu protein-S-cGMP. Tato reakce
je znama jako tzv. S-guanylace (Obr. 9). Proteiny nesouci vysoce reaktivni thiolovou
skupinu cysteinu mohou byt tedy moznymi cili pro S-guanylaci. Vysledny S-
guanylovany protein je stabilni vici plsobeni silnych denatura¢nich a redukc¢nich
¢inidel jako jsou mocovina a dithiothreitol (Sawa et al., 2013).

Cystein je nejvice nukleofilni aminokyselinou a tudiz ochotné reaguje s oxidanty
(napf. ROS) a elektrofily endogenniho nebo exogenniho pivodu. OvSem ne vSechny
cysteinové skupiny daného proteinu podléhaji S-guanylaci. Pokud jsou nékteré thiolové
skupiny deprotonizovany na thiolovy anion ochotnéji reaguji s NO, RNOS a dal§imi
elektrofily (Ahmed et al., 2011).

Modifikace thiolové skupiny cysteinu zptisobené ROS a RNS maji dileZitou funkci
v regulaci aktivity mnoha proteinii a enzymi (oxidoreduktas, proteas, proteinkinas a
fosfatas). Dilezitost regulace thiolovych meziproduktli zahrnuje: I. inhibici enzymut
pres modifikaci aktivniho centra thiolii, II. thiolovou modifikaci, kterd je vyvolana
funkénimi a alosterickymi modifikacemi (alostericka regulace) a III. regulaci interakci

protein-protein (Ahmed et al., 2011).

) 0
N NH NH
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NTEN » N” > NH,
Q V—‘JO > dN°
b-g_ OH \ , OH
N g
O Noz-
8-Nitro-cGMP Adukt protein-S-cGMP

Obr. 9 — Schéma reakce elektrofilni molekuly 8-nitro-cGMP s thiolovou skupinou proteinového
cysteinu (upraveno podle Ahmed et al., 2011).
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2.4.5.1 S-guanylace proteinu Keapl

Jednim z popsanych cilti pro S-guanylaci je protein Keapl(Kelch-like ECH-associated
protein). Keapl je povazovan za intracelularni senzoricky protein citlivy na redoxni
zmeény, protoze obsahuje vysoce reaktivni cysteinova residua. Keapl je negativnim
regulatorem transkripéniho faktoru Nrf2 (NF-E2-related factor 2). Po modifikaci
proteinu Keapl S-guanylaci je uvolnéna aktivni forma Nrf2 translokovéana do jadra, kde
spousti expresi antioxidacnich, cytoprotektivnich a detoxifikacnich enzymi, vcetné
enzymu hemoxygenasy-1 (HO-1), kterd ptispiva k adaptacnim odpovédim na oxidaéni
stres (Obr. 10). Naopak vazbou nemodifikovaného Keapl na Nrf2 je inhibovédna
transkripcni aktivita Nrf2, pficemz komplex proteinii Keapl- Nrf2 zlstava lokalizovan
v cytosolu s naslednou rapidni degradaci Nrf2 v proteasomech (Okamoto et al., 2010,

Saito et al., 2012, Sawa et al., 2007).
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Obr. 10 — Schéma regulace transkripce antioxidacnich enzymi vyvolana prostfednictvim S-
guanylace thiolovych skupin cysteinu proteinu Keapl. ARE - antioxidant responsive element
(upraveno podle Akaike et al., 2010).

Studie pouZzivajici hmotnostni spektrometrii ukazaly, Ze S-guanylace proteinu Keapl
v C6 bunikach se vyskytovala pfevazné na Cys434. Rentgenova krystalograficka analyza
ukdzala, ze Cys434 lezi v blizkosti vazebného mista pro Nrf2 a hraje roli v umoznéni
interakce proteini Keapl-Nrf2. S-guanylace Cys434 mulzZe usnadnit disociaci

transkripéniho faktoru Nrf2 z Keapl (Sawa et al., 2013).
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Podobné jako u zivoCichi muze 8-nitro-cGMP prostiednictvim S-guanylace
senzorického proteinu Keapl indukovat antioxidacni adaptivni reakce v bunkéch
bakterii, vedouci k expresi genii kddujicich antioxidacni enzymy nebo enzymy II. faze

detoxikace (Ahmed et al.,2012).

2.4.5.2 S-guanylace proteinu H-Ras
Protein H-Ras (Obr. 11) neboli transformni protein p21 je enzym, ktery je u lidi
kodovany genem HRAS. H-Ras obsahuje cysteinova residua, na kterych miize probihat

S-guanylace.
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Obr. 11 — Schéma struktury proteinu H-Rasa a umisténi cysteinovych residui, které jsou
nachylné k mnoha modifikacim véetné S-guanylace (upraveno podle Akaike et al., 2013).

Strukturni zmény srdce béhem chronického poSkozeni jsou obvykle
nasledkem zanétlivych procesti nebo dédicnych poruch. H-Ras zprosttedkovava signalni
cesty, které vedou k hypertrofickym kardiomyopatiim nebo kongenitdlnim srdecnim
defektim. Nitraéni nebo oxida¢ni stres zplisobeny ROS a RNOS mize vyvolat
bunéénou odezvu prosttednictvim modifikace proteinu H-Ras. Bylo prokazano, Ze S-
guanylace H-Ras pfi srdeCnim zanétu byla vyvolana pomoci meziproduktu - 8-nitro-

cGMP (Akaike et al., 2013).
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3 Prakticka cast
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Rostlinny material

e Semena Arabidopsis thaliana (ekotyp Columbia)

3.1.2 Pouzité chemikalie

e Agar (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Butan-1-ol (Lach-Ner, Ceska republika)
e Carboxy-PTIO (Enzo LifeSciences Inc., USA)
e Cyklicky 8-bromoguanosin-3",5"-monophosphate, sodna sil (Sigma-Aldrich,
USA)
e DAF-2 (Alexis Corporation, Svycarsko)
e DAF-2 DA (Alexis Corporation, Svycarsko)
e Dimethyl sulfoxid 99,9% (Sigma-Aldrich, USA)
e Dusitan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
e Ethanol 96% (Lachema, Ceska republika)
¢ Guanin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
e Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceské republika)
e Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
e Chlorid draselny (Merck, Némecko)
e Chlorid vapenaty (Penta, Ceska republika)
e Chloroform (Merc KGaA, Némecko)
e Isopentylnitrit 96% (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, Ceska republika)
e Kyselina iminooctova (Sigma-Aldrich, USA)
e MES hydrat (Sigma-Aldrich, USA)
e Methanol (Lach-Ner, s.r.0., Czech Republic)
e Murashige and Schoog Basal Medium (Sigma-Aldrich, USA)
e Peroxid vodiku 30% (Lach-Ner, Ceska republika)
e Propan-2-ol (Sigma-Aldrich, USA)
e Sacharosa (Sigma-Aldrich, USA)
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e S-nitrosoglutathion (preparat pfipraveny doc. Petiivalskym)

3.2 Pristrojové vybaveni
e Analytické vahy (Sartorius, Némecko)
e Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
e Box Biohazard Bioban 48 (Schoeller)
e Centrifuga Rotanta 460R (Schoeller)
e Digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko)
e Digitalni pfedvazky (KERN, Némecko)
e Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)
e Fotoaparat Sony A330
e Laminarni box (Schoeller, CR)
e Lyofilizator (Leybold, Némecko)
e Michacka magnetickd (IKA, Némecko)
e Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments,
USA)
e Mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko)
e Sterilizator parni TUTNAUER (Tuttnauer)
e Termostat (Grant, UK)
e Triepacka vortex V-1 Plus (Biosan SIA)
e Tiepacka VXR basic (IKA, Némecko)
e Vihy Denver Summit (Biolink)
e Vortex (Stuart, UK)

21



3.3 Metody
3.3.1 Priprava pufri a médii

3.3.1.1 Priprava fosfatového pufru

Navazka 1,79 g NaH,PO4 byla rozpusténa ve vod¢€. Bylo upraveno pH na hodnotu 7,0 a
objem byl doplnén na 100 ml.

3.3.1.2 Priprava pufri pro otevirani priduchu
Navazky 0,15 g KCI; 0,2 g kyseliny iminooctové a 0,39 g Mes hydratu byly rozpustény
ve vodé. Pomoci KOH bylo upraveno pH na hodnotu 6,15 a objem byl doplnén na 200

ml.

3.3.1.3 Priprava pevného MS média
Navazky 5 g sacharosy, 1,15 g MS soli a 0,25 g MES byly rozpustény ve vod¢, bylo
upraveno pH na hodnotu 5,9 pomoci KOH. Poté byl objem doplnén na 0,5 1 a byly

pfidany 4 g agaru. Roztokem byl vysterilizovan v autoklavu.

3.3.1.5 Priprava MES pufru

Navazka 56 mg CacCl, byla rozpusténa ve vodé (¢c=50 mM). Navazky 195 mg MES a 7
mg KCI byly rozpusténo ve vodé. K roztoku bylo pfidano 0,2 ml 50 mM roztoku
CaCl,. Pomoci KOH bylo upraveno pH na hodnotu 7,0 a objem byl doplnén na 100 ml.

3.3.1.6 Priprava pufru s DAF-2
Do 10 ml MES pufru bylo pfidano 5 pl zasobniho 5 mM roztoku DAF-2.

3.3.2 Sterilizace semen

Semena Arabidopsis thaliana byla sterilizovana 70% etanolem po dobu 2 minut. Po
odsati ethanolu byla semena dvakrat proplachnuta sterilni deionizovanou vodou. Dale
byla semena sterilizovana roztokem Sava (fedéno vodou 1:1) po dobu 20 minut.

Semena byla sedmkrat proplachnuta sterilni deionizovanou vodou.

3.3.3 Syntéza peroxynitritu
Bylo smichano 9 ml 0,55 M NaOH a 10 ml isopropanolu. Za stdlého michéni bylo
pomalu pfidano 0,47 ml 30% H»O, a 0,54 ml isopentylnitritu. Smés byla promichdvana
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na michacce po dobu 10 minut pfi teploté¢ 25 °C. Vodna faze byla promyta ctyfikrat

dvojnasobnym objemem chloroformu, tedy ¢tytikrat 40 ml chloroformu.

3.3.4 Syntéza 8-nitroguaninu
Navazka 0,018 g guanin hydrochloridu byla rozpusténa v 10 ml 0,1 M fosfatového
pufru. Za stalého michani byly pfidany 4 ml 10 mM peroxynitritu. Dale byla smés
zneutralizovana pomoci HCI.

Pro odstranéni zbytku H,O, byl vznikly roztok promyt na komerc¢ni SPE kolonce
s reverzni fazi (Phenomenx Strata C18, 1,5 x 10 cm). Kolonka byla nejprve Ctyfikrat
promyta 2 ml 100% methanolu a ¢tyfikrat 2 ml destilované vody. Poté byla nanesena
reakéni smes po smichdni roztokidl peroxynitritu a guaninhydrochloridu. Kolonka byla
poté Ctyfikrat proplachnuta 2 ml vody a postupné 2 ml 1%, 10%, 50% a 100%

methanolu. Jednotlivé frakce byly zachyceny a uschovany v lednicce pro dal$i analyzu.

3.3.5 Syntéza 8-nitro-cGMP

Do Sroubovaci plastové zkumavky bylo navazeno 5 mg 8-Br-cGMP a 5 mg NaNO,.
Bylo pfidano 1,5 ml DMSO obsahujici 23 mM HCI. Vzorek byl ponechén na termostatu
po dobu 5 dni pii 70 °C. Poté bylo upraveno pH reakéni smési na hodnotu 9 pomoci
ptidavku 17,5 ul 0,1 M NaOH. Do zkumavky byly pfidany 3 ml butanolu a 2 ml vody.
Smés byla promichana na vortexu a zkumavka byla poté centrifugovana pro oddé€leni
vrstev. Byla odebrana vodna faze a pipetovana po 0,5 ml do 1,5 ml mikrozkumavek.

Vzorky byly lyofilizovany a poté uloZzeny do mraziciho boxu (-20 °C).

3.3.6 Mikroskopické pozorovani priduchi Arabidopsis thaliana

Byly nachystany vzorky epidermis spodni strany listu Arabidopsis thaliana pro
mikroskopické pozorovani (epidermalni stripy). List Arabidopsis thaliana byl pomoci
pasky pfipevnén na podlozku spodni stranou nahoru. Byly nachystany pasky 0,5 x 1 cm,
do kterych byly vyfiznuty otvory pomoci skalpelu o velikosti cca 2 mm? Tyto pasky
byly pfilepeny na spodni stranu listu, uhlazeny a nésledné doslo k pomalému strzeni
epidermis. Takto pfipravené stripy byly uchovavany v pufru pro otevirani priducht.
Ptipravené epidermalni stripy byly déle inkubovany ve 12-jamkovych desti¢kach
v nasledujicich roztocich: pufr pro otevirdni priducha (kontrolni vzorek) nebo pufr
s pfidanymi latkami ve vysledné koncentraci 46; 4,6; 0,46; 0,046 uM 8-nitro-cGMP; 10
uM ABA; 0,1 mM GSNO. Stripy byly inkubovany po dobu 2 h na svétle. Jako
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referencni vzorek byly pouzity epidermélni stripy inkubované v pufru po stejnou dobu

ve tmé.

3.3.7 Vyhodnoceni $ifky priduchové Stérbiny

Bylo provedeno mikroskopické pozorovéani referencnich vzorkii a vzorkl po inkubaci
s danymi latkami (46 uM; 4,6 uM; 0,46 uM a 0,046 uM 8-nitro-cGMP; ABA a GSNO).
Byly vyfotografovany jednotlivé preparaty s reprezentativnim poctem praducha pii
stonasobném zvétSeni. V programu ImageJ 1.33 software (National Institute of Health,

USA) byla zméfena Sitka priduchové stérbiny u jednotlivych vzorku.

3.3.8 Kultivace semenacka Arabidopsis thaliana na pevném agarovém
MS médiu

Byly pfipraveny zasobni roztoky: 200 uM 8-nitro-cGMP, 200 uM ABA al0 mM
GSNO. Bylo pfipraveno 80 ml sterilniho agarového MS média. Médium bylo rozlito po
20 ml do mensich nadob. Prvni nadoba byla pouzita jako kontrola. Do druhé nadoby
bylo ptidano 45 pl 200 uM 8-nitro-cGMP, do tieti 200 ul 200 uM ABA, a do ¢tvrté 200
ul 10 mM GSNO, ke kterému bylo ptidano 10 pl HCI pro lepsi rozpustnost. Média byla
rozlita na sterilni Petriho misky po 6 ml. Po ztuhnuti byla na jednotliva média pienesena
sterilni semena Arabidopsis thaliana. Petriho misky byly obaleny parafilmem, obaleny
alobalem a uloZeny na 4 dny do lednice. Poté byly Petriho misky ptemistény do
fytotronu. Po tfech dnech byly Petriho misky vyfotografovany a byla spocitdna
vykli¢ena semena. Po péti dnech byly Petriho misky vyfotografovany a bylo zvaZeno
deset semenackl z kazdé misky.

Pro ptipravu vertikalnich agarovych misek bylo pfipravené agarové MS médium
nalito do ¢tyf ¢tvercovych Petriho misek. Prvni miska slouZila jako kontrola. Do druhé
misky bylo pfidano 115 ul 200 uM 8-nitro-cGMP, do tteti 500 ul 200 uM ABA a do
¢tvrté 500 pul 10 mM GSNO, ke kterému bylo ptidano 10 ul HCI pro lepsi rozpustnost.
Po ztuhnuti byla média rozfiznuta sterilnim skalpelem asi 3 cm od okraje po celé délce.
Do fezu byla pfenesena sterilni semena Arabidopsis thaliana. Misky byly obaleny
parafilmem, zabaleny do alobalu a pteneseny do lednice na 4 dny. Poté byly misky
pfeneseny do fytotronu. Po ¢tyfech dnech byla zmétfena délka kotenil. Po deseti dnech

byla zmétena délka kotfent a misky byly vyfotografovany.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza 8-nitroguaninu

Z vychozich sloucenin guaninhydrochloridu a peroxynitritu byla podle navodu
v literatufe provedena syntéza 8-nitroguaninu. Reakéni roztok byl zneutralizovan
pomoci HCI a byl nanesen na SPE kolonku s reverzni fazi C18. Byly zachytavany
jednotlivé frakce vzorku a frakce eluované vodnymi roztoky 1, 10, 50 a 100%
methanolu. V danych vzorcich bylo proméfeno absorbéni spektrum v rozsahu 340-450
nm. Vysledky ve srovnani se spektry publikovanymi v literatufe nepotvrdily pfitomnost

8-nitroguaninu, proto jsme s touto metodou déale nepracovali.

4.2. Syntéza 8-nitro-cGMP

Syntéza 8-nitro-cGMP byla provedena podle postupu publikovaného v ¢lanku Sawa et
al. (2007). Syntéza 8-nitro-cGMP vychazela z vychozi latky 8-Br-cGMP nitrované
NaNO; v kyselém prostiedi. Navazka 5 mg 8-Br-cGMP a 5 mg NaNO, byla rozpusténa
v DMSO a HCI a reakéni smés byla inkubovana po dobu 5 dni pfi teploté 70 °C na
termostatu. Poté bylo upraveno pH pomoci NaOH a byl pfidan butanol a voda. Smés
byla promichéna na vortexu. Byla odebrana vodna faze, ktera byla rozpipetovana po 0,5
ml do 1,5 ml mikrozkumavek. Vzorky byly lyofilizovany a uloZeny do mrazdku pfti
teploté -20 °C pro dalsi pouziti. Vytézkem této reakce bylo osm mikrozkumavek s 8-
nitro-cGMP o primérné hmotnosti 0,18 mg. Vytéznost reakce byla 14,4 %. Vytéznost
syntézy podle ¢lanku Sawa et al. (2007) byla 20,8 %. Pro pouziti 8-nitro-cGMP béhem
dalSich pokusti byl vzorek po lyofilizaci rozpustén ve vodé tak, aby vysledna

koncentrace zasobniho roztoku 8-nitro-cGMP byla 4,6 mM.

4.3 Vliv testovanych latek na uzavieni priduchi

Byla pfipravena fada vzorki epidermalnich stripti listh Arabidopsis thaliana. Sest
skupin vzorkl bylo inkubovano na svétle po dobu 2 hodin s testovanymi latkami (46
uM; 4,6 uM; 0,46 uM a 0,046 uM 8-nitro-cGMP; 10 uM ABA a 0,1 mM GSNO), dalsi
dvé skupiny vzorki slouzily jako kontrola: stripy inkubované v pufru na svétle a ve tm¢.
Cilem mikroskopického pozorovani bylo pozorovat priduchy v epidermis a
kvantifikovat jejich uzavieni v zavislosti na ptidanych latkach. Pfedpokladem bylo, Ze
kyselina abscisova bude vyvolavat uzavieni priduchii (Bright ez al., 2006), GSNO, jako
donor NO, bude také vyvolavat uzavieni priaduchti (Tossi et al., 2014) a 8-nitro-cGMP bude
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vyvolavat uzavieni priduchti (Joudoi et al., 2013). Pouziti 8-nitro-cGMP o rtznych
koncentracich slouzilo pro potvrzeni hypotézy, ze mira uzavieni pruduchi je zavisld na
koncentraci 8-nitro-cGMP v inkuba¢nim pufru.

Na Obr. 12 mtizeme pozorovat pruduchy u kontrolnich preparatii inkubovanych na
svétle a ve tm¢ a priduchy u preparati inkubovanych s 10 uM ABA a 0,1 mM GSNO.
Otevien¢ pruduchy lze dobfe pozorovat u kontrolniho prepardtu inkubovaného na
svétle. Naopak uzaviené praduchy lze dobfe pozorovat u kontrolniho preparatu

inkubovaného ve tmé a u preparatu inkubovanych s ABA a GSNO.

Kontrola (svétlo) Kontrola {tma)

Obr. 12 — Mikroskopické snimky epidermis spodni strany listu Arabidopsis thaliana
inkubované 2 hodiny s testovanymi latkami (zvétseno 400 x).

Na Obr. 13 mzeme pozorovat priduchy u preparatti inkubovanych s 8-nitro-cGMP
(46 uM; 4,6 uM; 0,46 uM a 0,046 uM). U preparatti inkubovanych s 46 uM a 4,6 uM
8-nitro-cGMP je dobfe pozorovatelné uzavieni pruducht. Uzavieni pruducht u vzorki
inkubovanych s 46 uM 8-nitro-cGMP bylo vétsi nez u vzorkl inkubovanych s 4,6 uM
8-nitro-cGMP. U preparati inkubovanych s 0,46 uM a 0,046 uM doslo k ¢astecnému

uzavieni pruduchi, které bylo ovSem mensi nez uzavieni, které vyvolal 46 uM 8-nitro-
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cGMP. Tyto vysledky jsou v souladu s piredpoklady dle publikované literatury (Joudoi
etal, 2013).

46 uM 4,6 uM

0,46 uM 0,046 pM

Obr. 13 — Porovnani vlivu rGznych koncentraci 8-nitro-cGMP na uzavieni priduchli na
epidermdlnich stripech 4. thaliana (zvétseno 400 x).

8-nltro-cGMP

Na mikroskopu byly vyfotografovany jednotlivé preparaty s reprezentativnim
poctem priduchi pii stondsobném zvétSeni. V programu Image 1.33 software
(National Institute of Health, USA) byla zméfena Sitka praduchové Stérbiny u
jednotlivych vzorkt (viz. Obr. 14).

Obr. 14 — Schematicky nakres priduchu (Sipkou je oznacena Sitka priduchové §térbiny, ktera
byla métena v programu Image)).
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Z grafu na Obr. 15 je patrné, ze nejvétsi Sitka praduchové stérbiny byla naméfena u
kontrolniho preparatu, ktery byl uchovavan pouze v pufru pro otevieni priducht na
svétle (2,6 £ 0,47 pum). Naopak nejmensi praduchova stérbina byla naméfena u
kontrolniho preparatu, ktery byl uchovan v pufru ve tmé¢ (0,6 £ 0,39 um). Tato
pozorovani jsou v souladu s poznatky o regulaci uzavirani priducht svétlem. Na svétle
jsou pruduchy oteviené kvuli probihajici fotosyntéze. Naopak ve tmé, kdy je

fotosyntéza neaktivni, jsou pruduchy uzaviené.
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Obr. 15 — Vyhodnoceni vlivu testovanych latek na uzavieni priduchti v epiderméalnich stripech
listd Arabidopsis thaliana.

Kyselina abscisova v koncentraci 10 uM vyvolala uzavieni priduchi (0,8 + 0,36
um), které bylo témét srovnatelné s kontrolnim vzorkem uchovdvanym ve tmé. Tento
vysledek je v souladu se zndamym G¢inkem ABA jako rostlinného hormonu regulujiciho
uzavirdni priduchii v odpovédi na vnéjsi podnéty (Bright et al, 2006). GSNO
v koncentraci 0,1 mM také vyvolal vyrazné uzavieni praduchi, které ale bylo mensi nez
uzavieni, které vyvolala kyselina abscisova (1,1 = 0,32 um). Tento vysledek je
v souladu s popsanou funkci NO jako signalni latky UcCastnici se regulace uzavirani

priduchi (Tossi et al., 2014). 46 uM 8-nitro-cGMP vyvolal uzavieni priduchii (0,7 +
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0,35 um). 4,6 uM 8-nitro-cGMP vyvolal také uzavteni praduchii (0,7 + 0,26 um). 0,46
uM 8-nitro-cGMP vyvolal mirné uzavieni priduchi (1,4 £ 0,49 pm) a 0,046 uM
vyvolal také mirné uzavieni praducha (1,5 = 0,21 um). Tato pozorovani jsou v souladu
s popsanym ucinkem 8-nitro-cGMP u rostlin, kde 8-nitro-cGMP vyvolal uzavieni
priduchd listi inkubovanych na svétle, zatimco 8-brom-cGMP vyvolal otevieni
priduchu listi inkubovanych ve tmé (Joudoi ef al., 2013). Se zmensujici se koncentraci

8-nitro-cGMP bylo pozorovano mensi uzavieni praduchi.

4.4 Vliv testovanych latek na kli¢eni semen Arabidopsis thaliana

Byly potizeny fotografie jednotlivych misek se semeny Arabidopsis thaliana
inkubovanych na pevném MS médiu po dobé 3 a 5 dnl (Obr. 16 al7). Byl spocitan
pocet vykli€enych semen Arabidopsis thaliana inkubovanych na pevném MS médiu po
3 dnech kultivace ve fytotronu a byla spocitana kli¢ivost (Tab. 1). U pétidennich
semendcki byla ur¢ena hmotnost skupiny deseti semenackt z kazdé kultivaéni misky
(Obr. 18). Ptedpokladem bylo, ze kyselina abscisova bude inhibovat kli¢eni semen
(Finkelstein et al, 2002) a GSNO, jako darce NO, bude vyvolavat kliceni semen
(Corpas et al., 2013). Testovani funkce 8-nitro-cGMP v kli¢eni semen zatim nebylo
popsano v zadné védecké publikaci.

Na obrazku 16 mizeme pozorovat kli¢eni u tfidennich semenackt v zavislosti na
pfidané latce. Na kontrolnim médiu je patrny narGst semendckii. Semenacky
kultivované na médiu s 8-nitro-cGMP jsou v porovnani s kontrolnimi semenacky vetsi.
Kliceni semen kultivovanych na médiu s kyselinou abscisovou bylo zcela potlaceno.
Tento vysledek je v souladu s teoretickou ¢asti, protoze kyselina abscisovéd inhibuje
kliceni semen, a proto byly semenacky znacn€ mensi. Semenacky kultivované na médiu
s GSNO byly vétsi nez semenacky kultivované na kontrolni misce. Tento vysledek je
v souladu s teoretickou casti, protoze GSNO podporuje kli¢eni semen a rust rostlin. Pfi
porovnani semenackil kultivovanych s 8-nitro-cGMP a GSNO jsme dosli k zavéru, ze

tyto latky maji téméf stejny Gc€inek na kli¢eni semen.
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8-nitrocGMP
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Obr. 16 — Vliv testovanych latek na rast Arabidopsis thaliana kultivovanych na pevném
agarovém MS médiu (tfidenni semenacky).

Tabulka 1 — Vliv testovanych latek na kli¢ivost semen Arabidopsis thaliana vyhodnoceny po
ttidenni kultivaci

Latka Vykli¢ené Nevyklicené Klicivost (%)
Kontrola 15 0 100
8-nitro-cGMP 15 0 100
ABA 0 15 0
GSNO 12 3 80

Z tabulky 1 je patrné, Ze v kontrolni skupiné semen na agarovém médiu bez
pfidanych latek doslo k vykliceni vSech semen. Semena kultivovana na misce s 8-nitro-
cGMP vyklicila také vSechna. Tento vysledek ukazuje, Ze8-nitro-cGMP nema inhibi¢ni
vliv na kli¢eni semen. Semena kultivovana na misce s GSNO vyklicila také témért
vSechna (80%). Tento vysledek je v rozporu s teoretickymi predpoklady. Pfedpokladalo
se, ze klicivost semen inkubovanych s GSNO bude vyssi nebo srovnatelné s kontrolnimi

semenacky (Corpas et al., 2013). Naopak semena kultivovand na misce s kyselinou
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abscisovou nevykli¢ila viibec. Tento vysledek je v souladu s ocekévanim, protoze
kyselina abscisovd méa znamy inhibi¢ni ucinek na kli¢eni semen (Finkelstein et al.,
2002).

Na Obr. 17 mlizZeme pozorovat rust pétidennich semendckl v zavislosti na pfidané
latce. Na kontrolnim médiu je patrny nariist semenacktl. Semenacky kultivované na
médiu s 8-nitro-cGMP jsou v porovnani s kontrolnimi semenédcky vétsi. Semendcky
kultivované na médiu s kyselinou abscisovou jsou v porovnani s kontrolnimi semenacky
zna¢n¢ mensi. Tento vysledek je v souladu s teoretickou casti. Kyselina abscisova
inhibuje kliceni semen, a proto byly semendcky zna¢n¢ mensi. Semenacky kultivované
na médiu s GSNO byly vétsi nez kontrolni miska. Tento vysledek je v souladu
s teoretickou c¢asti. GSNO podporuje kliceni semen a rlst rostlin. Pii porovnani
péetidennich semenackii kultivovanych s 8-nitro-cGMP a GSNO jsme dosli k zavéru, Ze

8-nitro-cGMP ma vétsi ucinek na kliceni semen a rist rostliny nez GSNO.

Kontrola 8-nitro<GMP

GSNO

Obr. 17 — Vliv testovanych latek na rist Arabidopsis thaliana kultivovanych na pevném
agarovém MS médiu (pétidenni semenacky).

Na Obr. 18 je ptrehled ur¢enych hmotnosti 10 pétidennich semenackit Arabidopsis
thaliana kultivovanych s 8-nitro-cGMP, ABA a GSNO. Semenacky kultivované na
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kontrolnim médiu mély primérnou hmotnost 3,51 mg. Z obrazku je patrné, Ze nejveétsi
hmotnost (4,67 mg) byla zjisténa u semenackt kultivovanych s 8-nitro-cGMP. Funkce
8-nitro-cGMP pfi kli¢eni a rtstu rostlin zatim nebyla podle dostupné literatury nikym
studovana. Hmotnost semendckt kultivovanych s GSNO (4,43 mg) byla vyssi nez
hmotnost kontrolnich semenédckd. Tento vysledek je v souladu s teoretickou Ccasti,
protoze GSNO jako donor NO podporuje rist rostliny (Corpas et al., 2013). Nejmensi
hmotnost (2,00 mg) byla navazena u semenacki kultivovanych s ABA. Tento vysledek
je v souladu s piedpoklady, protoze kyselina abscisovd ma inhibi¢ni u¢inek na kli¢eni

semen, a proto byly semenacky mensi nez ostatni rostliny (Finkelstein ef al., 2002).
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Obr. 18 — Vliv testovanych latek na hmotnost pétidennich semenackt Arabidopsis thaliana
kultivovanych na pevném agarovém MS médiu.

4.5 Vliv testovanych latek na rist korent
U semen Arabidopsis thaliana kultivovanych na vertikdlnim agaru byla po ¢tyfech
dnech zmétena primérna délka kotenti. Po deseti dnech byly misky vyfotografovany a
byla zméfena primérna délka kotfend. Pfedpokladali jsme, Ze kyselina abscisova bude
inhibovat rlst koteniti (Sharp a LeNoble 2002), a GSNO, jako darce NO, bude
stimulovat riist kofenti (Corpas et al., 2013). Funkce 8-nitro-cGMP pfii rastu kotfenti
zatim neni podloZena Zadnou védeckou publikaci.

Délka kofent ¢tyfdennich semenacki u kontrolni misky byla 5,6 + 2,06 mm. Délka
kotentl kultivovanych na médiu s 8-nitro-cGMP byla o 0,8 mm del$i nez u kontrolnich

koteni (6,4 + 2,63 mm). Na médiu kultivovaném s kyselinou abscisovou nedoslo
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k zddnému rlstu kotenii. Tento vysledek je v souladu s teoretickou casti, protoze
kyselina abscisova inhibuje rist kofent (Sharp a LeNoble 2002). Kofeny kultivované
na médiu s GSNO vyrostly do primérné délky 3,4 £ 1,29 mm. Tento vysledek je
v rozporu s teoretickou ¢asti, protoze GSNO by mél podporovat rtust kofenit (Corpas et
al., 2013). Vysledky mohly byt zkreslené ¢aste¢nou kontaminaci tohoto vzorku nebo

pridanim malého mnozstvi HCI pro zlepSeni rozpustnosti GSNO.
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Obr. 19 — Vliv testovanych latek na délky kofent Ctyfdennich a desetidennich semenacki
Arabidopsis thaliana.
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Kontrola &-nitro-cGMP

GSNO

Obr. 20 — Vliv testovanych latek na rtst kofenli u desetidennich semenackd Arabidopsis
thaliana.

Kofeny desetidennich semenackli u kontrolnich vzorka vyrostly do primérné délky
30,36 + 8,78 mm. Délka kotenti kultivovanych na médiu s 8-nitro-cGMP byla o 3,36
mm krats$i nez u kontrolnich kofent (26,92 £ 7,71 mm). Je nutné podotknout, ze 8-nitro-
cGMP je pomérné¢ novd molekula a zatim nebyly prozkoumény peclivé vSechny
mechanismy pulsobeni a interakce s prostfedim. Na médiu kultivovaném s kyselinou
abscisovou doslo k inhibici ristu kofent. Tento vysledek je v souladu s teoretickou
¢asti, protoze kyselina abscisova inhibuje rist kofent (Sharp a LeNoble, 2002). Kofeny
kultivované na médiu s GSNO vyrostly do primérné délky 11,13 £ 6,01 mm. Tento
vysledek je v rozporu s teoretickou casti, protoze GSNO by mél podporovat rist kofent
(Corpas et al., 2013). Vysledky mohly byt zkreslené casteCnou kontaminaci tohoto

vzorku nebo pfidanim malého mnozstvi HCI pro zlepSeni rozpustnosti GSNO.
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5 Zavér

V teoretické cCasti bakaldiské prace byla vypracovana literdrni reSerSe tykajici se

biologickych funkci cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP) a cyklického 8-nitro-

guanosinmonofosfatu (8-nitro-cGMP) u Zivocichli a rostlin. Dale byly zpracovany

literarni reSerSe zabyvajici se oxidem dusnatym, reaktivnimi formami kysliku a S-

guanylaci proteintl.

vvvvvv

biologickych vlastnosti 8-nitro-cGMP, jsou:

V praktické ¢asti byla provedena syntéza 8-nitro-cGMP.

Byl ovéfen Uc€inek 8-nitro-cGMP na wuzavirani priduchli s vyuzitim

epidermalnich stript listd Arabidopsis thaliana.

Byl pozorovan stimula¢ni U€inek 8-nitro-cGMP v procesu kliceni semen A.

thaliana.

Nebyl pozorovan vyznamny vliv 8-nitro-cGMP na rist kofeni semenackl A.

thaliana na agarovém médiu.

V bakalaiske praci byl ovéten ucinek 8-nitro-cGMP na regulaci pruduchd, kli¢eni a rist

kotenli Arabidopsis thaliana. V budoucnu se nabizi detailngj$i prozkoumani funkce a

ulohy 8-nitro-cGMP na vyvoj a rtst rostlin zavedenymi experimentalnimi metodami.
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7 Seznam pouzitych zkratek

8-nitro-cGMP cyklicky 8-nitro-guanosinmonofosfat

ABA kyselina abscisova

ANP atrialni natriureticky peptid

BNP mozkovy natriureticky peptid

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CNP natriureticky peptid typu C

cPTIO karboxy-PTIO;2-(4-karboxyfenyl)-
4,4,5,5 tetramethylimindezolin-1-oxy-3-oxid

Duox dudlni oxidasa

eNOS endothelova synthasa oxidu dusnatého

GA gibereliny

GC guanylatcyklasa

GPx glutathionperoxidasa

GSH glutathion

GSNO S-nitrosoglutathion

GST glutathion S-transferasa

GTP guanosintrifosfatu

H>0, peroxid vodiku

HCIO kyselina chlorna

HO-1 hemoxygenasa-1

CHS chalkonsynthasa

INOS inducibilni synthasa oxidu dusnaté¢ho

JA kyselina jasmonova

Keap 1 Kelch-like ECH-associated protein

LPS lipopolysacharid

MPO myeloperoxidasa

nNOS neuronalni synthasa oxidu dusnatého

NOS synthasa oxidu dusnatého

Nox NADPH oxidasa

NP natriureticky peptid

Nrf2 NF-E2-related factor 2

Oy superoxidovy anion

ONOO peroxynitrit
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PDE
pGC
PKG
RNOS
RNS
ROS
SA
sGC
SOD
uv

Tiron

fosfodiesterasa

membranove vazana guanylatcyklasa
cGMP-dependentni proteinkinasa G
reaktivni formy dusiku a kysliku
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

kyselina salicylova

rozpustna guanylatcyklasa
superoxiddismutasa

ultrafialové zafeni

kyselina 1,2-dihydroxy-3,5-benzendisulfonova
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