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Cile prace

V ramci teoretické casti je cilem vypracovat literarni reserSi ohledné biologickych
funkci S-nitrosothiolti, véetné jejich biosyntézy, chemickych vlastnosti, odbouravani a
ulohy v redoxnich signalnich drahach oxidu dusnatého a piehledu pouzivanych metod

analyzy S-nitrosothiolti.

Cilem v experimentdlni casti je zavedeni stanoveni S-nitrosothioli metodou
chemiluminiscen¢ni detekce a testovani metod pro analyzu obsahu S-nitrosothiolt ve
vzorcich rostlin a hmyzu. Dale porovnani téchto metod a zhodnoceni jaké jsou jejich

vyhody a nevyhody.



1 Uvod

Oxid dusnaty (NO) je plynna signdlni molekula vyskytujici se ve formé¢ volného
radikalu. Vzhledem k jeho malé velikosti a lipofilnimu charakteru mize volné prochazet
bunéénymi membranami a je dulezitym biologicky aktivnim poslem. Jakozto volny
radikal reaguje primarn¢ se superoxidem za tvorby reaktivnich forem dusiku, které maji
velky vyznam v signalnich dradhach NO prostfednictvim posttransla¢nich modifikaci
cilovych proteinii. Nitrace proteinovych tyrosint a histidini a nitrosylace cysteinovych
thiol patfi mezi nejvyznamnéjsi posttranslacni modifikace proteint spojené s NO.
S-nitrosothioly vznikaji biochemickymi procesy zvanymi S-nitrosace a S-
nitrosylace, pfi kterych dochazi k pfenosu nitrosoniové, nebo nitrosylové skupiny na
thiolovou skupinu cysteinu za vzniku kovalentni vazby S-NO. S-nitrosylace je
reverzibilni a mistné specificka posttranslaéni modifikace proteinti, kterd patii mezi tzv.
redoxni signalni drahy. Tento proces je povazovan za vSudypiitomny mechanismus NO-
dependentni bunééné signalizace a diky urcitym chemickym vlastnostem S-
nitrosothiolti se jedna o zajimavy alternativni mechanismus regulace v ramci signalnich
drah NO. Tvorbou S-nitrosothiold je NO chranén pied oxidaci a zaroven je limitovana
jeho schopnost difaze. Za fyziologickych podminek tato posttranslaéni modifikace
ovliviiuje funkci velkého poctu proteinti. S-nitrosylaci nepodléhaji jen proteiny, ale 1
nizkomolekularni thioly znichz nejvyznamnéj$i je S-nitrosoglutathion (GSNO).
Denitrosace, tedy odstranéni NO skupiny v postrannim fetézci proteini je dulezitym
aspektem NO signalizace. Tento proces podléha enzymové katalyze, ktera muze byt
regulovana. Prozatim bylo popsano n¢kolik enzymi, které zprostiedkovavaji denitrosaci
cysteinu, znichz jsou nejvyznamngj§i dva  enzymové  systémy: = S-

nitrosoglutathionreduktasa a thioredoxinovy systém.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Oxid dusnaty
NO jakozto plynna signalni molekula, se vyskytuje ve formé¢ volného radikdlu (NO-)
S jednim neparovym elektronem a ma velice kratkou dobu zivota. Vzhledem k jeho
malé velikosti, jednoduchosti a lipofilnimu charakteru, mize NO+ voln¢ prochdzet pies
bunééné membrany a stava se tak dilezitym biologicky aktivnim poslem. JakoZto volny
radikal reaguje primarné se superoxidem (O2") za tvorby reaktivnich forem dusiku
(RNS) jako je naptiklad peroxynitrit (ONOO") a oxidy dusiku (NOx, N203) (Goldstein a
Merenyi, 2008). Za podminek oxidativniho stresu se miize superoxidovy radikal (O2"¢)
chovat jako redukéni Cinitel, ktery pfedava svij piebyte¢ny elektron NO za vzniku
ONOOQ", nebo jako oxida¢ni Cinitel, ktery je redukovan na H20. Diky velkému
mnozstvi enzymu superoxiddismutasy (EC 1.15.1.1) v buiice probihda za normalnich
podminek pievazné druhd reakce. Jestlize je NO produkovan ve velkém mnoZstvi,
zna¢né mnozstvi O2 reaguje s NO za vzniku ONOO™:

Oz« + NO — ONOO™

Oz ¢+ 2 H— Hx02+ 3 O2 (Tuteja et al., 2004).
NO+ mutze reagovat s peroxylovym radikdlem (ROe¢), hydroxylovym radikdlem (OHe)
nebo NO" za vzniku alkyl peroxynitritu (ROONO), kyseliny dusité (HNO2) nebo oxidu
dusného (N20). Za pfistupu kysliku mtze NOe reagovat s O, za vzniku hnédé
zbarveného plynu NOge, ktery je daleko vice reaktivni nez NOe. NOze, ONOOH, N2Osz a
HNO; mohou zptisobovat nitraci, nitrosaci a deaminaci DNA bazi, ¢imz se DNA stava
nestabilni (Tuteja et al., 2004).

Vzniklé RNS maji velky vyznam v signdlnich drahdch NO prostfednictvim
posttransla¢nich modifikaci cilovych proteint. Nitrace proteinovych tyrosinil a histidinti
a nitrosylace cysteinovych thiolli patfi mezi nejvyznamnéjsi posttranslacni modifikace

proteini spojené s NO (del Rio, 2015; Yu et al., 2014).

2.1.1 Biosyntéza NO

NO muze byt v butice vytvofen pomoci celé fady enzymovych, nebo neenzymovych
reakcich v zavislosti na misté vzniku a povaze podnétu pro tvorbu NO. Biosyntéza NO s
vyuzitim enzymu NO-synthasy (NOS, EC 1.14.13.39) probiha u zvifat a bakterii,
zatimco u rostlin nebyla pfitomnost tohoto enzymu jednozna¢né prokazana (Mur et al.,

2013). Biosyntéza NO zacina u aminokyseliny L-argininu a zahrnuje zaclenéni



molekularniho kysliku do nestabilniho intermediatu N®-hydroxy-L-argininu a nasledné
do L-citrullinu (Obr.1). Pti této oxida¢ni reakci se preménuje energie ve formé¢ NADPH
za vzniku NADP+ a kone¢nymi produkty reakce jsou L-citrullin a NO (Schmidt et al.,
1996). Byly rozpoznany tfi hlavni isoformy enzymu NOS, neuronalni (nNOS),
endotelova (eNOS) a indukovatelna (iNOS) (Alderton et al., 2001). NOS enzymy
obsahuji dvé katalytické domény. N-terminalni oxygenasovou doménou, ktera obsahuje
vazebna mista pro L-arginin, hem a tetrahydrobiopterin a C-terminalni reduktasovou
doménou, kterd obsahuje vazebnd mista pro FAD, FMN a NADPH. Tato dv¢
katalyticka mista jsou spojena vazebnym mistem pro kalmodulin (Kavya et al., 2006).
U rostlin bylo popsano n¢kolik enzymi, které hraji roli v syntéze NO. Jednim z téchto
enzymu je nitratreduktasa (EC 1.6.6.1), ktera ptenasi elektrony z NAD(P)H na dusi¢nan
pies tii redoxni centra zahrnujici dvé prostetické skupiny (FAD a hem) a Mo-pterinové

centrum (Yamasaki et al., 2000).

L-arginin

NADPH- — O,

N“-hydroxy-L-arginin

L-citrullin NIO'
|
|
|
¥
sGC

/N

GT cGMP

Obr. 1 Reakce vedouci ke vzniku oxidu dusnatého (NOe¢) u zivoCichd. Rozpustna
guanylatcyklasa (sGC), kterd katalyzuje pfeménu GTP na cyklicky GMP (cGMP), ptedstavuje
vyznamny cil NOe+ v zivociSnych buiikach (pfevzato a upraveno podle Pagliaro, 2003).



2.1.2 Biologické funkce NO

NO se podili na regulaci fady fyziologickych procesi u rostlin, jako je vyvoj
vegetativnich organt, dormance a kliceni semen nebo senescence (Piterkova et al.,
2011; Sirova et al., 2011). Reguluje fotofosforylaci, hraje dileZitou roli v signalnich
drahach rostlinnych hormonti i regulatori a ucastni se apoptozy (Adamkova a
Petiivalsky, 2012; Moricova et al., 2014). Dale reguluje aktivitu enzymd, mezi které
patii mitochondrialni cytochrom ¢ oxidasa (EC 1.9.3.1) ¢i cytosolicka akonitasa (EC
4.2.1.3).

U zivocichu je v perifernim nervovém systému NO produkovan siti nervi, které
zprostiedkovavaji vasodilataci a reguluji urcité gastrointestindlni, respiracni a
genitourinarni funkce. NO je také tvofen béhem obrany organismu proti cizimu hostiteli
a pfi imunitnich reakcich, kde pfispiva k ochrané proti nadorovym burikam, bakteriim a
viram (Nussler a Billiar, 1993). Signalni uc¢inky NO jsou zalozeny na jeho interakci s
reaktivnimi partnery, mezi které patii napt. reaktivni formy kysliku (ROS), pfechodné
kovy v metaloproteinech, thioly a lipidové radikaly a tim dochazi ke zméné jejich
biologické aktivity. NO se mlZze vazat na atom zeleza hemu v aktivhim misté
guanylatcyklasy (EC 4.6.1.2), ¢imz se tento enzym stava aktivnim a katalyzuje tvorbu
cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP) z GTP (Obr. 1). ¢cGMP snizuje hladinu
intracelularniho Ca?*, uvoliuje svaly, rozsifuje cévy a take snizuje krevni tlak (Tuteja et

al., 2004).

2.2 S-nitrosothioly

S-nitrosothioly (SNO) vznikaji biochemickymi procesy zvanymi S-nitrosace a S-
nitrosylace, kdy dochazi k ptenosu nitrosoniové, nebo nitrosylové skupiny na thiolovou
skupinu cysteinu za vzniku kovalentni vazby S-NO. S-nitrosylace je reverzibilni a
mistné specificka posttranslacni modifikace proteint, ktera patii mezi tzv. redoxni
signalni drahy. Za fyziologickych podminek tato posttranslaéni modifikace ovliviiuje
funkci velkého poctu proteinti od iontovych kanali az po regulacni proteiny bunécného
jadra. S-nitrosylaci nepodléhaji jen proteiny, ale i nizkomolekularni thioly z nichz
nejvyznamnéjsi je S-nitrosoglutathion (GSNO, Obr. 2) (Jahnova et al., 2013).
Glutathion (GSH) je tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin), ktery obecné slouzi jako
hlavni nizkomolekularni bunéény antioxidant (Foyer a Noctor, 2005). Defekty

v biosyntéze GSH vedou u rostlin ke zvySené citlivosti k patogenim (Parisy et al.,
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2007). GSNO vznika z GSH S-nitrosaci thiolové skupiny cysteinu. GSNO a ostatni
nizkomolekularni SNO napft. S-nitrosocystein (CysNO), S-nitroso-N-acetylpenicilamin
(SNAP) jsou ve srovnani s NO stabilngjsi, maji delsi dobu zivota a in vivo mohou tedy
slouzit jako zasobni a transportni formy oxidu dusnatého (Martinez-Ruiz a Lamas,
2004; Gaston et al., 2003). Endogenni GSNO byl poprvé popsan v lidskych dychacich
cestach. Hladiny GSNO vzristaji u pacientti se zapalem plic, a naopak u pacientli
trpicich astmatem jsou nizké (Gaston et al., 1993; Gaston et al., 1998). GSNO spolu
s dalSimi SNO byl identifikovan v erytrocytech, polymorfnich jadernych leukocytech,

krevnich desti¢kach, plazmé nebo mozkové tkani (Gaston et al., 1999)

/N=O

s
i H
HOOC\‘/\)J\ﬁ N.__COOH

Ho O

leu

Obr. 2 Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu.

2.2.1 Biosyntéza

Jsou znamy celkem ¢tyfi rizné mechanismy vzniku SNO: 1) tvorbou vySsich oxida
dusiku pies autooxidaci NO, 2) reakci NO radikalu s thiolem, 3) pfes katalyzu za
piitomnosti pfechodnych kovii nebo 4) trans-nitrosylaci (Obr 3., Foster et al., 2009;
Martinez-Ruiz a Lamas, 2007). Biologicky nejvyznamnéjsi jsou posledni dvé zminéné
reakce. U prvnich tiech zminénych zpusobt vzniku SNO vyzaduje reakce piitomnost
elektronového akceptoru jako je Oz, Cu?*, Fe?*, NAD" (Arnelle a Stamler, 1995).
Reakce zahrnujici tvorbu vysSich oxidl za aerobnich podminek zavisi na koncentraci
NO v systému, jelikoZ je tfeba dvou molekul NO k vytvotfeni nitrosa¢niho intermediatu.
Proto tato reakce probihd rychleji pfi zanétlivych reakcich, kdy je tok NO vyrazné
zvySeny a také za hydrofobnich podminek, kdy dochazi k akumulaci NO v dusledku
jeho lipofility (Gow et al., 1997).
Tuto reakci miiZzeme zapsat nasledovné:

1) 2NO + 02 — 2 NO2

2) NOz +NO — Nz03 (= *ON...NO?)

3) *ON...NO? + RSH — RSNO + HNO>

11



(kde R je substrat pro S-nitrosaci)
Prvni a druhy krok této reakce jsou kroky urcujici rychlost reakce a za fyziologickych
podminek, kdy jsou koncentrace NO nanomolarni a koncentrace O» mikromolarni,
probiha prvni krok reakce pomérné pomalu (Gaston et al., 2003). Dalsim mechanismem
popisujicim tvorbu SNO je reakce redukovaného thiolu a nitrosoniového kationu (NO™)
nebo reakce thiolu s ONOO™ (Lancaster, 2008). Dalsi mechanismus navrhli Gow et al.
(1997), kdy v prvnim kroku dochazi k reakci thiolu s NO radikalem za vzniku
radikalového meziproduktu, ktery je v druhém kroku pfeménén na SNO vV pfitomnosti
elektronového akceptoru, kterym mutize byt naptiklad NAD+.

1) RSH++*NO —->RS-+*N-O—-H

2) RS=+«N-0O-H+0; — RSNO + Oy~

U dvou plazmatickych proteinii byla zjisténa schopnost tvorby SNO s vyuzitim jejich
kovovych center. Prvnim z nich je ceruloplasmin. Mé&d v oxidaénim stavu 1 (Cu®)
slouzi jako elektronovy akceptor, elektron putuje z Cu™ K ostatnim atomim médi
v ceruloplasminu a NO* je pfenesen na thiolovou skupinu GSH. Také hemoglobin miize
katalyzovat tvorbu SNO (Gow a Stamler, 1998). Obecné jsou tedy SNO vytvafeny a
aktivovany pres kovalentni interakce, zahrnujici pfenos NOY, ale pfilezitostné miize
dojit 1 k pfenosu nitroxylového anionu (NO7), ktery muize atakovat pomérné
elektropozitivni -SH skupinu cysteinu naptiklad pii S-nitrosylaci N-methyl-D-aspartat
receptoru (Gaston et al., 2003).

RS

.
NO, —— > NO" —=———> RSNO

/ redukovany kov

oxidant /

NO — = > Me--NO —» Me®—--NO*
RSH
\\".I l\t. Me

RSNO

akceptor e +H*

Obr. 3 Mechanismy S-nitrosylace (pfevzato a upraveno podle Gow et al., 2004).
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2.2.2 Stabilita a katabolismus

SNO jsou za fyziologickych podminek velmi nestabilni a velice snadno podIléhaji
neenzymové degradaci za ucasti reduk¢nich Ciniteld pfitomnych v cytosolu. Vazba S-
NO je vysoce polarizovana, nestabilni, a proto SNO mohou jednoduse uvolnit NO, a
tudiz jsou soucasti S-thiolace nebo transnitrosyla¢nich reakci, pii kterych dochazi
k pfenosu NO skupiny z jedné molekuly na druhou. Avsak SNO mohou reagovat piimo
aniz by doslo k uvolnéni NO (Kovacs a Lindermayr, 2013). Hlavnimi produkty
katabolismu SNO jsou NO a smisené disulfidy (Shahani a Sawa, 2011). V biologickych
systémech a in vitro bylo popsano nékolik dalSich produkti degradace, které obsahuji
dusik a siru v riznych oxidaénich stavech (Ticha et al., 2016). Stabilita SNO v roztoku
je ovlivnéna mnoha faktory, jako je svétlo, teplota, pH, pfitomnost kysliku a kationtii

piechodnych kovi (Stamler a Toone, 2002).

2.2.2.1 Neenzymova degradace
Rozpad S-NO vazby muize probihat jako monomolekularni reakce, redukénim $tépenim
katalyzovanym kovy, nebo jako reakce vys$siho fddu. Monomolekularni rozpad S-NO
vazby muize probéhnout homolytickym, nebo heterolytickym mechanismem, avsak
heterolytické $tépeni, kterym by vznikal NO* nebo NO™ ion neni vyznamné za
fyziologickych podminek (Stamler a Toone, 2002). UV zifeni muze indukovat
homolyticky rozpad SNO (Hogg, 2002). Pii homolytickém rozpadu vznikaji radikaly
NOe a RSe, a poté muze dojit k reakci dvou RSe radikalt (tento zptsob je méné
pravdépodobny vzhledem k velmi nizkym koncentracim obou RSe in vivo), nebo
St€épenim SNO vznikd RSe radikal, ktery reaguje s dalSi molekulou SNO za vzniku
disulfidu (Heinrich et al., 2013). SNO mohou byt také efektivné degradovany za
pomoci iontd médi Cu®. Vyznam této katalyzy in vivo neni dosud pIné objasnén, jelikoz
volnd méd’ se ve vétsiné tkani nachazi v extrémné nizkych koncentracich. Ostatni ionty
kovii jako napt. Zn®*, Ca?*, Mg?*, Ni**, Co?*, Mn?* a Cr®" jsou také schopny katalyzovat
rozpad S-NO vazby (Williams, 1996). Savillova metoda, b&zné pouzivana pro
kvantitativni stanoveni obsahu SNO v biologickych vzorcich vyuziva Hg®* ionty
k u¢inné degradaci SNO (Saville, 1958).

Nizkomolekularni a proteinové SNO mohou byt rychle a efektivné degradovany

redukénimi ¢inidly pfitomnymi v cytosolu. Pied redukénim prostfedim mohou byt SNO
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chranény v bunéénych membranach, vaccich nebo kdyz jsou obklopeny hydrofébnimi

¢astmi proteinovych molekul (Rafikova et al., 2002).

2.2.2.2 Enzymova degradace

Denitrosace, tedy odstranéni NO skupiny z cysteinového thiolu v postrannim fetézci
proteind je dulezitym aspektem NO signalizace. Dfive se predpokladalo, Zze probiha
spontann¢ a nepodléhd regulaci. Pozdé€ji bylo prokazano, ze tento proces podléha
enzymové Kkatalyze, ktera muze byt regulovana. Prozatim bylo popsano nékolik
enzymu, které zprostfedkovavaji denitrosaci Cys, z nichZ jsou nejvyznamnéjsi dva
enzymové systémy: S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.1.1.284) a
thioredoxinovy systém (Trx/TrxR). Tyto vysoce konzervované systémy reguluji
denitrosaci a ovliviiuji tak bunécnou signalizaci, odpovédi na stres a interakce mezi
hostitelem a patogenem (Benhar et al., 2009).

Enzym GSNOR je jednim z kli¢ovych regulatorti hladiny SNO v rostlinné burce
(Corpas et al., 2008). Ackoliv tento enzym vykazuje vysokou specifitu k substratu
GSNO, miize nepfimo kontrolovat hladinu proteinovych SNO v buiice a obecné hraje
dulezitou roli v celkovém metabolismu NO a RNS (Malik et al., 2011). Jelikoz se tento
enzym nachézi v dostatecném mnozstvi ve vétsing tkani a bun€k, predpoklada se, Ze ma
rozhodujici vliv na ochranu butiky proti nitrosativnimu stresu (Benhar et al., 2009).

Patii do rodiny Zn-dependentnich alkoholdehydrogenas tfidy III (EC 1.1.1).
Dtfive byl oznaCovan jako glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (EC
1.2.1.1) kvali jeho schopnosti katalyzovat NAD+ a glutathion-dependentni oxidaci
formaldehydu. AvSak pozdéji bylo zjisténo, Ze mechanismus reakce zahrnoval oxidaci
hydroxylové skupiny S-(hydroxymethyl)glutathionu za vzniku S-formylglutathionu.
Proto byl tento enzym pozdéji pojmenovan jako S-
(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa, se  systematickym  ndzvem S-
(hydroxymethyl)glutathion:NAD+ oxidoreduktasa (Staab et al., 2008).

GSNOR je dimerni enzym sloZeny ze dvou 40 kDA podjednotek. Kazda z téchto
podjednotek obsahuje dva atomy zinku a sklada se z velké katalytické domény a mensi
koenzymové domény. Jeden z atomil zinku se ucastni katalyzy jako Lewisova kyselina
a druhy mé pouze strukturni funkci. Atom zinku v aktivnim misté u lidské GSNOR a

dalsich ¢lenti savci alkoholdehydrogenasové rodiny je vazan dvéma cysteiny, jednim
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histidinem a jednou molekulou vody. Enzymové podjednotky jsou spojeny

dvanactivlaknovym B-skladanym listem (Obr. 4; Kubienova et al., 2013).

Obr. 4: Krystalova struktura GSNOR z rostliny Solanum lycopersicum. Katalyticka doména je
vyznacena ¢erné a koenzymova doména hnéd€. Atomy zinku jsou vyznaceny zelenymi koulemi

a koenzym NAD+ jako barevné atomové struktury (ptevzato z Kubienova et al., 2013).

GSNOR se nachazi ptevazné v cytosolu, ackoliv jeho vyskyt byl prokazan i
Vv jadfe a peroxisomech. V pifipad€ jadern¢ho vyskytu by mohl tento enzym slouzit
k ochrané genetického materialu pfed poskozenim vlivem NO a také regulovat hladinu
GSNO v jadte (Reumann et al., 2007).

Reakéni mechanismus redukce GSNO zahrnuje tvorbu nestabilniho intermediatu
N-hydroxysulfinamidu (GSNHOH, Obr. 5). Dalsi reak¢ni krok zavisi na koncentraci
GSH, pifi vySSich koncentracich vznika glutathiondisulfid (GSSG) spole¢né
S hydroxylaminem, zatimco pii nizSich koncentracich, reak¢ni intermediat GSNHOH
muze spontanné piechazet v glutathionsulfinamid (GSONH2), ktery je dale
hydrolyzovan za vzniku glutathionsulfinové, nebo sulfonové kyseliny a amoniaku

(Jensen et al., 1998).
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Thioredoxinovy systém, ktery tvofi thioredoxin (Trx), thioredoxinreduktasa
(TrxR, EC 1.8.1.9) a NADPH je disulfidreduktasovy systém ptitomny ve vSech zijicich
organismech, hraje kliCovou roli pii ochrané¢ bunky pifed oxida¢nim stresem a ma
dulezitou funkci pfi kontrole a udrzeni redoxni homeostazy (Sengupta a Holmgren,
2012). V posledni dobé byla Trx proteinim piisuzovana fada funkci vCetné tlumeni
aktivity transkripnich faktort. Béhem imunitni odpovédi u rostlin degraduje
thioredoxin proteinové SNO. Je schopny rozli§it rizné substraty S-nitrosylovanych
proteini a podili se tak na vzniku rezistence vici nakaze (Kneeshaw et al., 2014).
Ackoliv byl thioredoxin dlouho povazovan za cil pro S-nitrosaci (Haendeler et al.,
2002), pozdéji bylo prokazano, ze hraje dilezitou roli pti degradaci nizkomolekularnich
I proteinovych SNO, kde se ucastni jak denitrosa¢nich, tak i transnitrosacnich reakci
(Mitchell a Marletta, 2005).

Byly popsany dvé isoformy Trx podle lokalizace v bunice, Trx1 nachazejici se

v cytosolu a v jadie a Trx2 piitomny v mitochondrii. Zde jsou zodpovédné za redukci
disulfidii prostfednictvim jejich dithioli, které se nachazi v blizkosti aktivniho mista.
Redukované Trx (Trx-(SH)2) reaguji piimo s disulfidy proteini prosttednictvim
thiolového vyménného mechanismu za vzniku redukovaného proteinového thiolu a
oxidovaného Trx (Trx-S2). V ramci katalytického cyklu je Trx-S, nasledné pieveden do
puvodni podoby za pomoci TrxR a NADPH (Obr. 5, Broniowska et al., 2013).
Na zakladé nékolika vyzkumt se predpokladd, Zze Trx systém je primarnim regulatorem
S-nitrosoproteind ve vétsing tkani. Tato hypotéza je také podpoiena dukazem, ze téméf
vSechny malé proteinové SNO (23-30 kDa) v burnikach lidského hepatocelularniho
karcinomu jsou denitrosovany pomoci Trx systému (Sengupta et al., 2007).

Mezi dal$i enzymové Systémy podilejici se na katabolismu SNO patii
xanthin/xanthinoxidasa (EC 1.17.3.2), y-glutamyltranspeptidasa (y-GT, EC 2.3.2.2),
glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9) a Cu/Zn superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1) (Gaston
et al., 2003).
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Obr. 5 Biochemické mechanismy proteinové denitrosace: a) zprostfedkované Trx a GSNOR,
proteinové SNO mohou byt také denitrosovany GSH za vzniku proteinového thiolu a GSNO,
ktery je okamzité a nevratné metabolizovan enzymem GSNOR na produkt GSNHOH b)
alternativni mechanismy denitrosace zahrnujici tvorbu kovalentni vazby pomoci disulfidického
mustku mezi Trx a danym proteinem nebo transnitrosacni reakci (pfevzato a upraveno podle

Benhar et al., 2009).

2.2.3 Reaktivita

Transnitrosylace je pravdépodobné nejdulezitéjsi reakci SNO uvnitié bunky (Arnelle a
Stamler, 1995). Jednd se o proces, pii kterém je nitroso skupina pienesena z jedné
molekuly S-nitrosylovaného proteinu nebo nizkomolekularniho thiolu na druhou
molekulu, kterd se chova jako akceptor a obsahuje cysteinovy thiol. Tato reverzibilni
reakce zahrnuje nukleofilni atak thiolatového aniontu akceptoru na nitroso skupinu
patfici donoru. GSNO je hlavnim donorem NO mezi nizkomolekularnimi SNO
(CysNO, SNAP) a je znama jeho schopnost podléhat transnitrosylaci (Hogg, 1999).
Tato reakce umoZiiuje napiiklad kovem katalyzovanou degradaci SNO, jestliZze je nové
vznikajici SNO vice nachylny k tomuto zpusobu rozpadu (Singh et al., 1996).
Transnitrosylaéni reakce z donorového SNO, ktery nemtize byt transportovan do buiiky,
na akceptor, ktery prochazi bunéénou membranou, umoziuje zvySeni obsahu NO
V buiice (Zhang a Hogg, 2004). Tento mechanismus mize vést k nitrosylaci proteint,

které nejsou za normalnich podminek cilem pfimé S-nitrosylace.
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Mezi proteiny tucastnici se transnitrosylace patii hemoglobin, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasa (EC 1.2.1.9), caspasa3 (EC 3.4.22.56) nebo thioredoxin (Sengupta
a Holmgren, 2013).

2.2.4 Biologické funkce

S-nitrosylace proteinil je povazovana za vSudypiitomny mechanismus NO-dependentni
bunééné signalizace a diky ur¢itym chemickym vlastnostem SNO se jedna o zajimavy
alternativni mechanismus regulace v ramci signalnich drah NO. Jelikoz je NO lipofilni,
muze voln€ prochazet pfes membrany, avSak v biologickych systémech mize byt
oxidovan, a proto je jeho funkce jakoZto druhého posla limitovana. Tvorbou SNO je NO
chranén pted oxidaci a zaroven je limitovana jeho schopnost difuze. Z toho plyne, zZe
vznik SNO prodluzuje dobu bioaktivity NO a zarovenn omezuje jeho funkénost
prostorovou (Matsumoto a Gow, 2011).
SNO mohou slouzit jako donory NO. Uvolnénim NO dochazi k jeho reakci s volnymi
radikaly kysliku a lipidi, coz souvisi s ochranou buiky pfed oxidacnim stresem
(Jahnova et al., 2013). NO se u rostlin G¢astni ochrany proti mikrobidlnim patogentim
(Delledonne et al., 1998) a hraje dulezitou roli v regulaci fyziologickych procesu vcetné
rustu a vyvoje rostliny nebo uzavirani praduchi (Wendehenne et al., 2004).
S-nitrosylace je proces, ktery vyrazné ovliviiuje vlastnosti i aktivitu cilovych
proteinii. Muize aktivovat i inhibovat enzymy, ovliviiovat iontové kanaly nebo
transkrip¢ni faktory a touto cestou regulovat specifické procesy béhem vyvoje rostliny a
za podminek biotického a abiotického stresu (Stamler, 1994). U Arabidopsis thaliana
bylo popsano pies 100 proteint, které jsou potencialnimi cily S-nitrosylace in vivo.
Mezi tyto proteiny patifi signalni, regulacni, stresové, cytoskeletarni proteiny a
antioxidaéni enzymy (Lindermayr et al.,, 2005). Jedna zisoforem enzymu
methioninadenosyltransferasy (EC ~ 2.5.1.6),  ktera  katalyzuje = vznik  S-
adenosylmethioninu  je inhibovana  S-nitrosylaci cysteinového rezidua. S-
adenosylmethionin je prekurzorem rostlinnych hormonii ethylenu a polyamini
(Lindermayr et al., 2006). Mikromolarni koncentrace GSNO zvysuji transkripci gent
jako je CFTR (transmembranovy regulator vodivosti iontti u cystické fibrozy), zatimco
vys$i koncentrace maji opacny efekt. Tato regula¢ni aktivita GSNO zavisi na expresi a

aktivité y-GT (Zaman et al., 2004).
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Je obecné znamo, ze SNO vykazuji antimikrobialni vlastnosti (Stamler et al.,
2001). U rodu Salmonella se vyvinula specificka metabolicka draha, ktera zahrnuje
zvySenou tvorbu homocysteinu za G¢elem ochrany proti cytotoxicité (De Groote et al.,
1996). U Escherichia coli dochazi k inhibici bakterialni replikace nitrosaci enzymu
ribonukleotidreduktasa (EC 1.17.4.1), ktery urcuje rychlost syntézy DNA (Roy et al.,
1995).

2.2.4.1 Intracelularni signalizace
Nékolik intracelularnich signalnich a metabolickych proteinli je ovliviiovano procesem
S-nitrosylace. Tato modifikace znemoziuje ptenos urcitych proteint, jako je naptiklad
translokace p47°"* podjednotky NADPH oxidasy (EC 1.6.3.1) do cytoplazmatické
membrany neutrofilu (Park, 1996), nebo transkripéni regulaci zprostiedkovanou
nitrosylaci proteinu kB (Peng et al., 1995). I metabolické procesy mohou byt timto
procesem regulovany, vcetné aktivace pentosafosfatového cyklu (Clancy et al., 1994),
ackoliv tyto drahy jesté nebyly pfesn¢ objasnény. GSNO a ostatni SNO mohou také
v eukaryotickych bunikach inhibovat enzymy spojené s oxidativnim stresem. Mezi tyto
enzymy patii napiiklad glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9, Fujii et al., 1997),
glutathionreduktasa (EC 1.8.1.7, Becker et al., 1995), glutathion-S-transferasa (EC
2.5.1.18) a y-glutamylcysteinsynthasa (EC 6.3.2.3, Han et al., 1996).

Regulaéni 1 stresové reakce zprostredkované SNO byly popsany i
Vv prokaryotickych burikach, kde SNO napiiklad zpusobuji upregulaci transkripéniho
faktoru oxyR u bakterie Escherichia coli, ktery se ucastni odpovédi na oxidativni stres
(Hausladen et al., 1996). Vtomto ohledu je dilezité pochopit, ze tyto citlivé
intracelularni signalni mechanismy v prokaryotickych a eukaryotickych bunikach mohou

byt naruseny vysokymi hladinami SNO pii zanétech a podminkach nitrosativniho stresu

(Simon et al., 1996).

2.2.4.2 Intercelularni signalizace

drahy, nasledovanou piimym vstupem NO do buiiky. NO miZe byt vytvofen v jedné
buiice, poté projit plazmatickou membrdnou do sousedni buiky a aktivovat cGMP
signalni drahu. Tato dréha je typickym piikladem NO signalizace a urCuje tak dana

kritéria pro pfimou signalizaci (Matsumoto a Gow, 2011).
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S-nitrosylace predstavuje alternativu k této signdlni drdze a zaroven méni
nékteré jeji aspekty. PredevSim se jedna o nové cilové proteiny vcetné kinas a
transkripcnich faktorti, doba signalizace zavisi na nitrosylaci a denitrosylaci, a tudiz na
koncentraci a aktivité¢ regulacnich proteini v daném misté. Tyto dvé signalni drahy se
navzajem ovliviiuji. SNO, zkterého pochazi NO, muize hrat roli pii regulaci
guanylatcyklas. K pfenosu signadlti na membrané slouzi enzym proteindisulfidisomerasa
(EC 5.3.4.1) (Sliskovic et al., 2005). GSNO pienasi NO na povrch plazmatické
membrany, kde proteindisulfidisomerasa uvolni NO denitrosyla¢ni reakci a pronika do
buniky, kde dochézi k aktivaci cGMP drahy (Zhang a Hogg, 2005).

Nizkomolekularni SNO, jako je GSNO nebo CysNO jsou potencidlnimi
prenaSeci signalu v rdmcei signalni drahy zprostiedkované SNO. GSH a zéarovent 1 GSNO
miuzou byt z buniky exportovany do extracelularniho prostoru (Ballatori et al., 2009).
Extracelularni GSH je ihned degradovan na cytoplasmatické membrané enzymem y-GT.
Tento enzym odstrafiuje z GSH glutamatovy zbytek a soucasné ptenasi cysteinylglycin
do bunky. GSNO je taktéz substratem pro y-GT (Lipton et al., 2001). JelikoZ na sav¢i
cytoplosmatické membrané neni znam zadny GSH importér (Ballatori et al., 2009),
predpoklada se, ze GSH ani GSNO nemohou znovu projit dovnité bunky. Z toho
divodu je GSNO povazovan vyhradné za exportni systém. Vyuziti y-GT jako
importniho systému by bylo energeticky narocné. Aby tento intercelularni komunikacni
syst¢tm mohl fungovat, je ziejmé, ze SNO musi do buiky vstupovat, ale také z ni 1

vystupovat (Matsumoto a Gow, 2011).

2.3 Uloha S-nitrosace proteini u rostlin
NO u rostlin obecné slouzi jako regulator mnoha fyziologickych procesi, mezi které
patii dormance, kli¢eni, rlst vegetativnich organti, vyvoj kofenového systému,
senescence nebo pohyb svéracich bunék praducht (Yu et al., 2014). Reguluje bunéény
metabolismus, aktivitu nékolika enzyml v cytosolu, biosyntézu fotosyntetickych
pigmentd a fotofosforylaci. Ma také dilezitou funkci v signalnich drahach rostlinnych
hormondi a regulatorti a pii odpovédich na abioticky a bioticky stres. Uastni se
apoptozy a systémové odpovédi na napadeni rostliny patogeny (Domingos et al., 2015).
Kyselina salicylova (SA) je dulezitym rostlinnym hormonem. Signalni drahy
tohoto hormonu reguluji odpovéd’ rostlin na biotické stresové faktory jako je infekce

mikrobialnimi patogeny nebo napadeni hmyzem (Kumar, 2014). Zvysené koncentrace
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SA pii stresovych podminkach vedou k aktivaci obrannych gent na lokélni a systémové
urovni, které jsou zprostfedkované proteinem NPR1. Subceluldrni lokalizace a
transkripéni aktivita tohoto proteinu jsou regulovany S-nitrosaci. Protein v neaktivni
formé se nachazi v cytosolu jako oligomer. U Arabidopsis vznikaji intermolekularni
disulfidické mistky u péti z deseti cysteinovych rezidui NPR1 proteinu. Infekce
zpusobena patogenem vede ke tvorbé SA, kterd vyvold zmény redoxniho stavu, coz
miize vést k rozpadu disulfidickych mustka. Takto vznikly aktivni monomer je pienesen
do jadra, kde se mlze vazat na specifické transkripcni faktory a spoustét tak expresi
obrannych gend (Dong, 2004). GSNO aktivuje oligomerizaci proteinu NPR1
prostiednictvim S-nitrosace Cys156 (Tada, 2009).

Dulezitou roli v mechanismu pisobeni SA ma enzym karbonatanhydrasa (EC
4.2.1.1), nachazejici se v chloroplastech, zndmy také jako SABP3 (protein vazajici
kyselinu salicylovou) vzhledem K jeho silné vazebné kapacité k SA (Slaymaker et al.,
2002). S-nitrosace tohoto enzymu vede ke ztraté aktivity a schopnosti vazat SA, tudiz
slouzi jako negativni odezva modulujici obrannou reakci. S-nitrosace dale reguluje dalsi
SA-vazebné proteiny jako je katalasa (EC 1.11.1.6) a askorbatperoxidasa (EC 1.11.1.11,
Correa-Aragunde et al., 2013).

Ethylen je plynny rostlinny hormon regulujici nékolik dulezitych fyziologickych
procest, jako je otvirani kvéti a zrani plodi. Signalni dréahy ethylenu hraji roli pii
odpovédich rostliny na rtzné abiotické stimuly jako je hypoxie kotentl, poskozeni
zpusobené mrazem nebo mechanické poskozeni. Methioninadenosyltransferasa 1
(MATI1, EC 2.5.1.6) je klicovym enzymem biosyntézy S-adenosylmethioninu, ktery
slouzi jako donor methylové skupiny v transmetyla¢nich reakcich a jako substrat
V biosyntéze ethylenu a polyaminl. V rostlindich byly popsdny tfi isoformy tohoto
enzymu: MAT1, MAT2 a MAT3 (Lindermayr et al., 2006). Po inkubaci MAT1
s GSNO, ktery slouZi jako donor NO, doslo k 30% snizeni aktivity. To bylo zplisobeno
S-nitrosaci Cys114, coz vedlo k castecné inhibici enzymové aktivity. Je dokazano, ze
vcelé fad¢é rostlinnych procesi ethylen a NO pusobi antagonisticky. S-nitrosace
isoformy MAT1 vede ke snizeni tvorby S-adenosylmethioninu a nasledné snizuje
hladinu ethylenu. Predpokladd se, ze MAT1 miZe slouzZit jako tzv. molekuldrni
prepinac pii regulaci interakce v signalnich drahach ethylenu a NO (Lindermayr et al.,
2006).

Peroxiredoxiny ptredstavuji skupinu enzymi s antioxidacnimi vlastnostmi, které

jsou schopny redukovat Sirokou skalu substratti odvozenych od ROS. Jednim z nich je
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peroxynitrit, ktery vznika velice rychlou reakci mezi NO a superoxidem (Gaupels et al.,
2011). Rostliny stale produkuji malé mnozstvi peroxynitritu v aktivnich
fotosyntetizujicich chloroplastech, zatimco béhem odpovédi rostliny na stresové
podminky, kdy dochéazi k nadmérné tvorbé NO a ROS, jsou pozorovany vysoké hladiny
peroxynitritu (Sakamoto et al., 2003). V zavislosti na jejich lokalizaci bylo u rostlin
popsano pét hlavnich tiid peroxiredoxint (Dietz, 2011). Aktivita peroxiredoxinu Il E,
ktery se nachazi ve stromatu chloroplasti, je inhibovana S-nitrosaci cysteinového
zbytku v aktivnim misté. Tato inhibice snizuje schopnost odbouravat peroxynitrit. Tento
mechanismus byl popsan béhem hypersensitivni odpovédi u rostlin Arabidopsis, které
byly infikovany avirulentnim bakterialnim patogenem Pseudomonas syringae pv.
tomato (Romero-Puertas a Delledonne, 2007).

NO se také podili na regulaci signalni drahy, ktera vede k zahdjeni apoptozy.
Nékolik faktort jako je typ bunky nebo dostupnost NO rozhoduje, zda se NO podili na
iniciaci apoptézy nebo bunku pied apoptdozou ochrani (Brune, 2003). Mechanismus
anti-apoptického efektu NO je zprostiedkovan S-nitrosaci kritického cysteinového
zbytku v aktivnim misté vSech isoforem kaspas (Martinez-Ruiz a Lamas, 2007).

Inhibice autoproteolytické aktivity prometakaspasy 9 (EC 3.4.22.62, AtMC9)
prostiednictvim konstitutivni S-nitrosylace Cys147 byla popsana u Arabidopsis za
fyziologickych podminek. Tato inhibice miize byt pozorovana pouze v ptipad¢, ze se
AtMC9 nachazi ve své inaktivni podob¢, v aktivni formé neni S-nitrosylaci ovlivnéna

(Belenghi et al., 2007).

2.4 Metody analyzy S-nitrosothiolu

Jelikoz jsou hladiny SNO in vivo velmi nizké, je kvantitativni stanoveni pomérné
obtizné. Navic v ptitomnosti dal$ich interferentd jako jsou thioly, kyselina askorbova
nebo ionty kovii je vazba S-NO nestabilni (Giustarini et al., 2007). Dulezity je pfi
stanoveni SNO jednak vybér vhodné analytické metody, ale i preanalytické zpracovani
vzorku. Duraz musi byt kladen na thioly a dusitany, které byvaji ve vzorcich pfitomny
ve vysokych koncentracich a mohly by nasledné zptsobit dodate¢ny vznik SNO, coz by
ovlivnilo koneény vysledek (Bramanti et al., 2010). Jestlize jsou ve vzorku pfitomny
thioly, pridavaji se SH-alkylacni cinidla jako je N-ethylmaleimid, ktery zabranuje
transnitrosacnim reakcim. Volné -SH skupiny navic mohou redukovat méd’naté ionty na

méd’né, coz by zpisobilo rozpad SNO. Aby nedoslo k degradaci zplisobené kovem,
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pridavaji se ke vzorku chelata¢ni Cinidla, nejcasté&ji EDTA (Giustarini et al., 2007,
Bramanti et al., 2010). Vzorky by mély byt uchovavany v chladu pti 2-4 °C a mély by
byt chranény pfed svétlem. Stanoveni miize byt také ovlivnéno zvySenym obsahem
dusitani v komer¢né pouzivanych chemikaliich nebo pouzitim celulosovych filtri
(Giustarini et al., 2007). Metody mizeme rozdélit na pfimé nebo nepiimé. Mezi ptimé
metody fadime napiiklad hmotnostni spektrometrii nebo imunochemické metody.
Neptimé metody jsou zalozeny na $tépeni vazby S-NO a nasledné analyze uvolnénych
metaboliti. Rozpad SNO muze byt vyvolan chemicky nebo fotolyzou a uvolnéné
dusitany nebo NOe mohou byt stanoveny spektrofotometricky, fluorimetricky nebo
chemiluminescen¢ni metodou. Vhodnou metodou pro indentifikaci jednotlivych SNO je
Siroce vyuzivana metoda biotin-switch (biotin-switch technique). Obecné u tohoto
stanoveni nejdiive dochazi k chemické blokaci volnych -SH skupin, poté k redukci
SNO kyselinou askorbovou, oznaceni uvolnénych thiolii biotinylovanou latkou a

nasledné urceni s vyuzitim imunoblottingu (Bramanti et al., 2010).

2.4.1 Spektrofotometrické stanoveni

Kolorimetrické metody jsou pro stanoveni SNO obecné nedostacujici, jelikoz jejich
limit detekce (pfiblizné 0,5 pmol.It) je obvykle blizko biologickym koncentracim.
Spektrofotometrické stanoveni SNO je nejjednodussi metodou vychazejici z metody
Griessovy. Savillova metoda je zaloZena na reakci sulfanilamidu v kyselém prostiredi
HCI (pH < 3) (bud’ s ptidavkem nebo bez piidavku HgClz) s dusitanem za vzniku
diazoniového kationtu, ktery dale reaguje s N-(1-naftyl)ethylendiaminem (NED) za
vzniku diazoslouceniny, vykazujici silnou absorbanci okolo 540 nm (Obr. 6; Tsikas
2005). JelikoZ je tato metoda zaloZena na detekci dusitantl, je vhodné pfed analyzou
odstranit vSechny pfitomné dusitany (Marley et al., 2000). Toho muizeme docilit
napifiklad pfidavkem sulfamétu, ktery v kyselém prostiedi redukuje NO2 na N2
(Samouilov a Zweier, 1998). Ke kvantifikaci NO Ize také vyuzit 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzthiazolin)-6-sulfonovou kyselinu (ABTS). NO v pfitomnosti kysliku méni
ABTS na ABTS", coz vede ke zvySeni absorpéniho maxima z 400 nm na 800 nm.
Cook et al. (1996) provedli experiment, kdy vystavili GSNO 10 mmol.I"* roztoku
ABTS. V tomto pifpadé nedoslo k okamzité oxidaci. Po ptidavku 100 umol.I* HgCl»

doslo k prudkému vzriistu absorpéniho spektra mezi 400 a 800 nm.
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Obr. 6 Griessova reakce: dusitany (B) v kyselém prostiedi nejdiive reaguji se sulfanilamidem
(A) za vzniku diazoniového kationtu (C), ktery v dal$im kroku reaguje s kopulaénim ¢inidlem

NED (D) za vzniku diazoslouéeniny (E) (pfevzato a upraveno podle Miranda et al., 2001).

2.4.2 Fluorimetrické stanoveni

Stanoveni SNO fluorimetricky je zaloZeno na diazotacni reakci dusitanu, uvolnéné¢ho
z daného SNO za pomoci tézkého kovu, nejéastéji Hg?*, s 2,3-diaminonaftalenem
(DAN). Touto reakci vznika stabilni fluoreskujici sloucenina 2,3-naftotriazol (NAT),
jejiz fluorescenci mizeme zméfit pii excitacni vinové délce 365 nm a emisni vinové
délce 450 nm (Obr. 7; Marzinzig et al., 1997). Fluorimetrické metody zaloZené na této
diazota¢ni reakci mohou byt obecné vyuZity ke stanoveni dusitanli, dusi¢nani a SNO
(Tsikas, 2005). Fluorimetrické stanoveni ovliviiuji stejné interferenty jako u
spektrofotometrické metody. Interferujici dusitany mohou byt odstranény v kyselém
prostiedi sulfamatem (Samouilov a Zweier, 1998), nebo sulfanilamidem (Marley et al.,
2000). Marley et al. (2000) provedli experiment, kdy zkouseli obé zminéné latky pro
odstranéni dusitanli ze vzorku plasmy. Pii pouziti 0,5% sulfanilamidu v prostfedi
0,1 mmol.I'* HCI doslo ke kompletnimu odstranéni dusitanti za vzniku diaozoniové

slouceniny.
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2.3-diaminonaftalen (DAN) RSNO + Hg2+
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2,3-naftotriazol (NAT)

Obr. 7 Mechanismus fluorimetrického stanoveni: reakci DAN s dusitanem vznika fluoreskujici

NAT (pfevzato a upraveno podle Cook et al., 1996).

2.4.3 Chemiluminiscen¢ni stanoveni
Chemiluminiscencni stanoveni je nejvice pouzivanou metodou stanoveni SNO,
piedevS§im z divodu nizkého detekéniho limitu (Feelisch et al., 2002). Jedna se o
nepiimou analyzu SNO, zaloZenou na méteni NO vzniklého $tépenim S-NO vazby. NO
je oxidovan plsobenim Os za vzniku excitovaného oxidu dusi¢itého (NO,"). Tato
molekula NO;" se ihned vraci do zdkladniho stavu a dojde k uvolnéni prebyte¢né
energie emisi svétla, jehoz vlnova délka lezi v blizké infracervené oblasti spektra. Tento
mechanismus lze popsat nésledujici rovnici:
O3+ NO — 0,+ NO,"— NO," + hv

Emitované svétlo je poté detekovano a kvantifikovano s vyuZzitim fotondsobice.
Za predpokladu, Ze ozon je pfitomen v nadbytku a podminky reakce jsou konstantni, je
mnozstvi emitovaného svétla piimo umérné koncentraci NO (Basu et al., 2008). Tato
metoda miiZze byt vyuzita pfi mefeni biologickych vzorki diky nizké rozpustnosti NO

ve vodnych roztocich (asi 2.0 mmol.I* p#i 20 °C). Bylo popsano nékolik zpiisobii
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uvolnéni NO z SNO, napiiklad chemické metody zahrnujici vyuziti reakéni smési
Cu*/Cystein, trijodidova metoda nebo UV fotolyza (Giustarini et al., 2007).

Jednou z nejpouzivanéjSich metod pro chemiluminiscenéni stanoveni SNO je
trijodidova metoda, pii které dochazi ke $tépeni S-NO vazby za pomoci I2/I". U této
metody je nutné pred zacatkem provést n€kolik piipravnych krokd (Giustarini et al.,
2007). Jelikoz v kyselém prostfedi vznikd z jodidu HI, ktery redukuje dusitany za
vzniku NO, je soudasti pfipravy vzorki pfidani sulfanilamidu v prostiedi H*, pomoci
kterého je mozné rozliSovat SNO od jiz pfitomnych dusitant (Marley et al., 2000). SNO
mohou byt také odliSeny od nitrosylovych komplexti Zeleza ptidanim okyseleného
sulfanilamidu s pridavkem nebo bez piidavku 5 mmol.I"t HgCl, (Basu et al., 2008).

Stépeni S-NO vazby s vyuzitim smési Cu*/Cystein ma nékolik vyhod. Napiiklad
neutralni pH, které je nutné pro redukcni krok reakce zajiSt'uje, ze dusitany, dusi¢nany a
ani dal$i NOy, které mohou byt pfitomny, nejsou detekovany. Z tohoto diavodu je tato
metoda vysoce specifickd pro stanoveni SNO. Cystein ma v této reakci dvé funkce.
Transnitrosaéni reakci pfevadi vSechny SNO na CysNO. Cu* poté redukuje NO* na NO
za vzniku Cu?*, ktery je poté cysteinem zpét redukovan na Cu* (Giustarini et al., 2007).

U fotolytické metody bylo zpozorovano, ze neni dostatecné specificka pro
Stépeni vazby S-NO a pii jejim pouziti mize také dojit k uvolnéni nitroso skupiny
Z nitrosamini nebo nitrosylovych komplext Zzeleza, coz muze zkreslovat konecné

vysledky (Giustarini et al., 2007).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Acros Organics (USA): glutathion

Fluka (Ceska republika): chlorid méd'ny, DAN, EDTA

Lachema (Ceska republika): octan méd’naty

Lach-Ner (Ceska republika): aceton, diethylether, hydroxid sodny, kyselina
chlorovodikova, ledova kyselina octova

Roth (Némecko): dusi¢nan rtutnaty

Sigma-Aldrich (Némecko): chlorid rtutnaty, dimethylformamid, dusitan sodny, jod,
jodid draselny, L-cystein hydrochlorid, NED, sulfanilamid

3.2 Pristroje a vybaveni

analytické vahy (Sartorius, Némecko); analyzator NO CLD 88 (Eco Physics,
Svycarsko); aparatura pro chemiluminiscenéni detekci (Eppendorf, Némecko);
centrifuga chlazena (Eppendorf, Némecko); eclektromagneticka michacka (Biosan,
Lotyssko); mikrodestickovy reader (Bio-Tek, USA); pH metr (XS instruments, Italic);
termostat laznovy (Huber, Némecko); termostat zavésny (Grant, UK); vakuova vyvéva
(Edwards, CR); vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

3.3 Biologicky material
Vzorky zamrazenych dospélych vcel (Apis mellifera) a zamrazenych sedmidennich
etiolovanych semenacki hrachu setého (Pisum sativum) jsem obdrzela od vedouciho

préace.
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3.4 Experimentalni metody

3.4.1 Extrakce

Vzorky zamrazenych t&l piiblizné 18 dospélych vcel byly rozdéleny na jednotlivé télni
¢asti — hlavu, hrud’ a zadecek. K ptipravé rostlinného extraktu byly pouzity celé
zamrazené etiolované klicky hrachu setého. Vzorky byly za stalého chlazeni na ledové
lazni homogenizovany v tfeci misce s ¢inidlem Griess A v poméru 2 ml ¢inidla Griess
A na 1 g biologického materialu s piidavkem motského pisku. Homogenizovany extrakt
byl centrifugovan 10 minut pii 16 000 g a 4 °C. Supernatant byl poté pieveden do

¢istych mikrozkumavek a zamrazen.

3.4.2 Priprava S-nitrosoglutathionu

GSNO byl pfipraven reakci redukovaného glutathionu (GSH) s dusitany v kyselém
prostiedi (Moore a Mani, 2002). Navazka 614 mg glutathionu (GSH, 2 mmol, Mr =
307,3) byla rozpusténa v 3 ml 0,5 M HCI a vychlazena na ledové lazni. Poté byla za
stalého michani k roztoku GSH piidana navazka 138 mg NaNO2 (2 mmol, Mr = 69).
Reakéni smés byla ponechana 40 minut na ledové lazni. Vznikla ¢ervena srazenina byla
odsata na filtracnim papife na Biichnerové nalevce a promyta 2x 10 ml ledové
vychlazené deionizované H>O, 2x 10 ml ledové vychlazeného acetonu, 2x 10 ml ledovée
vychlazeného diethyletheru. Odsata srazenina se nechala na alobalu asi 30 minut susit

v exsikatoru. VysuSeny produkt byl seskraban z filtra¢niho papiru a ihned zamrazen.

3.4.3 Spektrofotometrické stanoveni SNO Savillovou metodou

Principem této metody je uvolnéni NO* ze SNO za katalyzy Hg?* soli. Vznikly dusitan
V kyselém prostiedi vytvaii diazoniovou sul, kterd dale kopuluje s ¢inidlem NED za
tvorby azobarviva, které je detekovano spektrofotometricky pii 540 nm (Moore a Mani,
2002).

Meéteni bylo provadéno na 96-jamkovych mikrodesti¢kach. Nejdiive bylo do kazdé
jamky napipetovano 50 pl standardu (GSNO) nebo vzorku, poté 150 pl ¢inidla Griess
A, nebo B. Tato smés se ponechala 5 minut inkubovat pti laboratorni teploté a poté bylo
ptidano 100 pl ¢inidla NED. Po dalSich 5 minutach inkubace byla zméfena absorbance
pti 540 nm. Alternativou k tomuto postupu bylo provedeno meéfeni S ¢inidlem B, pfi
jehoz ptipravé byl pouzit 1% Hg(NOs)2 namisto 1% HgClo. Cinidlo Griess A bylo

pouzito pro odstranéni interference dusitani pfi stanoveni SNO v extraktech. Postup je
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stejny jako pfi pouziti ¢inidla B, s tim rozdilem, Ze ¢inidlo A neobsahuje tézky kov,
ktery by rozstépil vazbu S-NO na dusitany. V reakci tedy reaguji pouze dusitany jiz
ptitomné ve vzorku.

Pouzité roztoky:

Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol.I* HCI

Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol.I* HCI + 1% HgCl,

Cinidlo NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované H,O

3.4.4 Fluorimetrické stanoveni SNO metodou s DAN

Metoda je zaloZena na uvolnéni NO z SNO za katalyzy Cu?* nebo Hg?" iontii. Vznikly
NO reaguje Vv neutralnim prostiedi s 2,3-diaminonaftalenem (DAN) za tvorby
fluorescen¢niho 2,3-naftotriazolu (NAT), jehoz fluorescence je méfena V alkalickém
prostiedi pti excitaci 375 nm a emisi 450 nm (Cook et al., 1996).

Meéieni bylo provadéno na 96-jamkovych mikrodestickach. Nejdiive bylo do kazdé
jamky napipetovano 220 ul standardu (GSNO) nebo vzorku, poté 10 pl ¢inidla DAN a
10 ul 2,5 mmol.I* roztoku Cu(Ac).. Tato smés se ponechala 60 minut inkubovat pfi
laboratorni teploté a poté bylo pfidano 10 ul 10 mol.I? NaOH, ktery reakéni smés
stabilizoval. Byla zméiena fluorescence pii excitacni vinové délce 375 nm a emisni
vinové délce 450 nm.

Pouzité roztoky:

Cinidlo DAN: 7,5 mmol.I* DAN v dimethylformamidu

Cinidlo Cu(Ac)2: 2,5 mmol.I" Cu(Ac)2 v deionizované H.O

3.4.5 Chemiluminiscenc¢ni stanoveni dusitana a SNO

Pouzita metoda je zalozena na pouziti chemiluminiscen¢niho analyzatoru ke stanoveni
NO uvolnéného chemickou reakci z SNO. Ke $tépeni vazby S—-NO k uvolnéni plynného
NO byla vyuzita trijodidova a Cu/Cys metoda. Reakéni smés byla vnesena do reakéni
nadobky, ke které byly pozdé&ji nastfikovany jednotlivé vzorky pomoci Hamiltonovy
pipety. Reakéni nadobka byla po celou dobu méfeni termostatovana na pozadovanou
teplotu. K reakéni nadobce byl také pripojen chladi¢, kterym proudila chlazena voda o
teplot¢ 5-10 °C. Proud plynného N2 prochazel nejdiive DeNox patronou a slouzil

K odvedeni vznikajictho plynného NO do chemiluminiscencniho analyzatoru.
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Nezadouci oxid dusicity byl zachycen v nadobce s NaOH. Tlak dusiku byl po celou
dobu méfeni kontrolovan na tlakoméru a udrzovan (Obr. 8).

Princip chemilumiscen¢ni metody 1ze obecné popsat touto rovnici:

O3+ NO — 02+ NO2*— NO;" + hv

NO reaguje s ozonem za vzniku excitované¢ho oxidu dusi¢itého, ktery pfi navratu do
zakladniho stavu uvolni piebyteCnou energii emisi svétla, jehoz vlnova délka lezi
v blizké infracervené oblasti spektra. Mnozstvi emitovaného svétla detekovaného
piistrojem je pfimo umérné koncentraci NO (pfevzato z manualu pro analyzator firmy

Eco Physics).

Reak¢ni nadobka

adobka s NaOH

(ichy1 N0
NO analyzitor =

stal je \ ero NG §
analyzaxtox ‘

Obr. 8 Popis reakcni aparatury a dalSiho pfislusenstvi pro chemiluminiscen¢ni stanoveni.

Stanoveni SNO:

Reakéni smés: 1 mmol.I L-cystein a 100 umol.I* CuCl v 400 ml deionizované H,0,
pH 6,5 (upraveno na tuto hodnotu pomoci 1 mol.I' NaOH).
Po spusténi analyzatoru CLD 88 bylo do reakéni nddobky napipetovano 7 ml reakéni

smési, tato smés byla termostatovana na teplotu 50 °C. Poté byl spuStén pritok
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plynného dusiku aparaturou. Po ustdleni signdlu bylo zahdjeno méteni opakovanym
nastiikovanim 10 pl vzork GSNO. Reakéni smés byla vzdy po 30 minutdich méfeni
vyménéna, aby byla zajiSténa dostate¢nd ucinnost.

Alternativni zpisob stanoveni SNO byl vyzkouSen za pouziti reakéni smési
pripravené nasledujicim postupem: pro 10 ml smési bylo rozpusténo 52,5 mg KI a 33,6
mg |2 v 2,1 ml deionizované¢ H,O a 7,9 ml ledové CH3COOH. Takto pfipravena smés
byla michana cca 15 minut na magnetické michacce. Poté byly odstranény dusitany tak,
7e 180 pl roztoku GSNO bylo smichdno s20 pl 100 mmol.I? sulfanilamidu
(ptipraveného rozpusténim 172 mg sulfanilamidu v 10 ml 2 mol.I"* HCI) a inkubovano
na ledu ve tm¢ 10 minut. Pfed vlastnim métfenim bylo do reakéni nadobky napipetovano
5 ml reak¢ni smési, ktera byla vyhtivana na teplotu 30 °C. M¢feni probihalo obdobné

jako v predeslém postupu.
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4 Vysledky a diskuze

Cilem prace bylo porovnat vybrané metody stanoveni SNO (spektrofotometrickou
Savillovu metodu, fluorimetrickou metodu s DAN a chemiluminiscen¢ni metodu) a
urcit jejich vyhody a nevyhody. Dal§im ukolem bylo ovéfeni pouziti téchto metod pro
stanoveni obsahu SNO v extraktech hrachu setého (P. sativum) a extraktech z hlavicek,

hrudnikti a zadecki véely medonosné (A. mellifera).

4.1 Kalibrace Savillovy metody

Pro stanoveni koncentrace SNO ve vzorcich bylo potieba vytvorit kalibrac¢ni kiivky.
K jejimu sestrojeni pro Savillovu metodu byly pfipraveny roztoky GSNO v 0,5 mol.I*
HCI o koncentracich 0,1-50 pmol.I"t. Kalibra¢ni piimka vykazuje linearitu v daném

koncentraénim rozmezi (R?=0,9997, Obr. 9).

o
o
ot
o

ot
X

0,2

Absorbance 540 nm

0,15 s
ot y = 0,0088x - 0,0002

0,1 > i
: R? = 0,9997

0,05 o

ot
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Koncentrace GSNO [pmol.I"1]

Obr. 9 Kalibra¢ni ki'ivka pro stanoveni GSNO Savillovou metodou s vyuzitim HgCl, (n=3).

Vv

(Tab. 1). Z téchto vysledki je patrné, ze metoda poskytuje spolehlivé vysledky i pii

niz$ich koncentracich, které jsou blizké limitu detekce.
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v

Savillovou metodou.

Konc;r::lrlilc. ?1(]3 SNO Absorbance kone ;r]]{f :;;tﬁl nliol.l.l] Relativni chyba [%0]
0,5 0,004 0,48 -4,5
0,5 0,003 0,36 -27,3
0,5 0,003 0,36 -27,3
1 0,007 0,82 -18,2
1 0,008 0,93 -6,8
1 0,009 1,05 4,5
5 0,045 5,14 2,7
5 0,043 4,90 -1,8
5 0,045 5,14 2,7

Byla také sestavena kalibra¢ni kiivka, kdy bylo pouzito ¢inidlo Griess B s 1%
Hg(NOs). (Obr. 10). Po napipetovani vzorku a ¢inidla B byla nejdiive provedena
ptvodni inkubace 5 minut pred pfidanim ¢inidla NED. Poté byla provedena druha
varianta, kdy ¢inidlo NED bylo pfidano ihned po ptidavku c¢inidla B ke vzorku.
K sestaveni kalibra¢ni kiivky byly opét ptipraveny roztoky GSNO v 0,5 mol.I* HCI o

koncentracich 0,1-50 pmol.I ™.

0,35
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=
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8015 g
2
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< o1 |
0,05 R
0 y = 0,0057x + 0,0003
o @ R? = 0,9998
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Koncentrace GSNO [pmol.I"1]

Obr. 10 Kalibra¢ni kiivky pro stanoveni GSNO Savillovou metodou s pouzitim

Hg(NOs), (modra barva-bez inkubace, oranzova barva-s inkubaci, n=3).

Z uvedenych grafi (Obr. 9, Obr. 10) vyplyva, Ze smérnice kalibracni pfimky pfi pouziti

¢inidla HgCl> je vyss$i, coZ znamena, ze stanoveni koncentrace SNO bude citlivéjsi pti
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pouziti tohoto ¢inidla. Podle Swift a Williams (1997) je rozklad vazby S-NO ptiblizné
103 rychlejsi pi pouziti dusi¢nanu. To odpovida faktu, Ze dusi¢nanova sil je ve vodé
plng disociovana, tedy ve form& Hg? a NOs. Chlorid rtutnaty je vsak v roztoku
ptitomen ve formé iontd HQCI™ a CI'. Nasledkem je, Ze rychlostni konstanta je vyS§i
Vv prvnim piipadé, jelikoZ je vyssi koncentrace volného Hg?*. Hg(NOs) tedy $tépi vazbu
S-NO rychleji nez HgClz, a proto je pouziti ¢inidla Griess B stouto soli vhodnou
alternativou pii stanoveni SNO Savillovou metodou, jelikoZ nemusi byt provadéna

pétiminutova inkubace pied pfidanim ¢inidla NED (Swift a Williams, 1997).

4.2 Kalibrace chemiluminiscen¢ni metody

Pro chemiluminiscenéni metodu byla pfipravena kalibraéni fada GSNO v 0,5 mol.I*
HCI o koncentracich 1-50 pmol.I?. Kalibra¢ni piimka vykazuje linearitu v daném
koncentraénim rozmezi (R?=0,994, Obr. 11). Bylo vyzkouseno i méfeni roztoktt GSNO
o koncentracich 10 a 100 nmol.I?, avsak tyto koncentrace neposkytovaly signdl
odlisitelny od blanku. Mioto et al. (2017) uvadé€ji u chemiluminiscen¢ni metody limit
detekce (LOD=0,06 pmol.I") a limit kvantifikace (LOQ=0,2 umol.I). Limitu detekce
podle Miota et al. (2017) se nepodafilo dosahnout, pravdépodobné kviili nastaveni
piistroje, u kterého byl zvolen rozsah méfeni 500 ppb. Takové nastaveni rozsahu
méfeni bylo nutné pro analyzu SNO vV extraktech biologického materidlu, kde
koncentrace SNO piesahovaly hodnotu 50 umol.I'! a rozsah méfeni 50 ppb by tedy byl
nedostateény. Nicméné pii vét§im rozsahu méfeni neni detekce dostate¢né citliva
Vv nizkych koncentracich.

Samouilov a Zweier (1998) prokdzali, Ze dusitany ve vzorku mohou zpisobovat
interferenci. Pokud se totiz nachazi v kyselém prostiedi dojde k tvorbé NO zptsobené
dismutaci HNO». Jsou-li dusitany pfitomny ve vysokych koncentracich, muze dojit
Kk ptekryti signalu NO uvolnéné¢ho z SNO. Pfi pH vys$§im nez 6,5 je takto vznikly NO
téméf nedetekovatelny. Proto byla reakéni smés Cu/Cys pied méfenim upravena na pH
6,5.
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Obr. 11 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni SNO chemiluminiscen¢ni metodou (n=3).

v v

(Tab. 2). U nejnizsi koncentrace 1 pmoll? a také u 10 umol.l? je relativni chyba
vysokd, a proto hodnoty naméfené v této koncentracni oblasti nebudou poskytovat prilis

spolehlivé vysledky.

Twwr

chemiluminiscen¢ni metodou.

KonCE[}:::;ii (ilC]-} SNO Plocha piku [V.s] konc;r?[lrr')a(l)ccelt[i;; n:lol.l'l] Relativni chyba [%0]
1 0,093 2,74 174,1
1 0,094 2,74 174,1
1 0,103 2,75 174,8
5 2,934 4,80 -4,0
5 2,918 4,79 -4,2
5 2,852 4,74 -5,1
10 6,677 7,52 -24.8
10 6,862 7,65 -23,5
10 6,856 7,65 -23,5
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Samouilov a Zweier (1998) také navrhli vhodnou alternativu reakéni smési, kterou je
smés obsahujici hydrochinon/chinon v Tris pufru (0,5-2 mol.I%, pH > 10) pti 60 °C.
V tomto piipade doslo k Gplnému rozstépeni vazby S-NO béhem 60 s. Ziskany signal

byl linearni v koncentraénim rozmezi 0,01-1000 pmol.1"t s odchylkou mensi nez 5 %.

4.3 Kalibrace fluorimetrické metody

U fluorimetrické metody byla sestavena kalibra¢ni kiivka GSNO v deionizované¢ H,O o
koncentracich 0,05-10 pmol.l®. Kalibraéni piimka vykazuje linearitu v daném
koncentraénim rozmezi (R?=0,9967, Obr. 12). Je zde vSak vidét rozdil oproti
piedchozim dvou metodam, kdy byl pfipraven roztok GSNO v HCI, tedy v kyselém
prostiedi. Pro tuto metodu je nutné neutralni pH reakéni smési, aby mohl byt vytvoien
fluoreskujici 2,3-naftotriazol (Cook et al., 1996). Ke stépeni GSNO byl v experimentu
pouzit Cu®*, aviak Cook et al. (1996) uvadéji, ze Hg?" je pfi $tépeni vazby S-NO
efektivngjsi. Uvadgji také, Ze touto metodou bylo mozno detekovat az 50 nmol.I*
koncentrace GSNO, ale pfi nizsich koncentracich je potfeba delsi ¢as inkubace. U 100

nmol.I* roztokt jsou to az 2 h.
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Obr. 12 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni SNO fluorimetrickou metodou (n=3).
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umol.1? vysoké, vysledky proto nebudou pro takto nizké koncentrace spolehlivé.

Dutivodem je pravdépodobné to, Ze se tyto koncentrace nachazeji blizko limitu detekce.

Tvwr

fluorimetrickou metodou.

Koncentrace GSNO Vypocitana

[mol.I"] Fluorescence koncentrace [umol.1Y]  Relativni chyba [%]

0,05 1656 0,27 429,7
0,05 1104 0,18 260,6
0,05 867 0,14 187,9
01 1421 0,23 128,9
01 1270 0,21 105,7
0,1 1004 0,17 64.9
0,5 3689 0,55 15,3
0,5 3403 0,53 6,5

0,5 3024 0,47 5,1

Mioto et al. (2017) ve své praci uvedli alternativni metodu fluorimetrického stanoveni,
kdy misto Stépeni vazby S-NO je vyuzito fotolyzy pomoci UV transiluminatoru pii
vlnové délce 302-312 nm. Kdetekci uvolnéného NO slouzi fluorofor diamino-
rhodamin a fluorescence je poté méfena pii excitacni (560 nm) a emisni (575 nm)
vlnové délce. Byl zjistén limit detekce (LOD=0,14 pumol.I') a limit kvantifikace
(LOQ=0,48 pmol.I"Y). Bylo prokazano, Ze tato metoda je piiblizné 5x citlivéjsi nez
Savillova metoda, je vhodna pro stanoveni SNO u rostlin, neni ovlivnéna interferenci
dusitanti a neni manualn¢ naro¢na. Méteni bylo provadéno u rostlin Arabidopsis a také
u rostlin rajete a kukufice. Ve vSech ptipadech byly zméiené koncentrace SNO pod

limitem detekce Savillovy metody (LOD=0,77 umol.1*) (Mioto et al., 2017).

4.4 Stanoveni SNO v etiolovanych semenaccich hrachu setého (P.

sativum)
Tfemi pouzivanymi metodami byl zméten obsah SNO nejdiive v ¢istém extraktu a poté
po pfidavku GSNO, ktery byl na odpovidajici koncentraci nafedén ziskanym extraktem
z hrachu setého (Tab. 4-6). Po pridavku GSNO k extraktu z hrachu setého doslo u vSech
zkoumanych metod ke zvySeni hladiny SNO, ale tyto hodnoty neodpovidaly hodnotam
teoretickym. U Savillovy a chemiluminiscenc¢ni metody byly hodnoty vypocitaného
pfidaného GSNO niz8i nez teoretické hodnoty, zatimco u fluorimetrického stanoveni
byly mnohdy az dvojnasobné vys$si. Rozdily v naméfenych hodnotach u riznych metod
mohou byt zplsobeny interferujicimi latkami pfitomnymi ve vzorku. Ur€ité latky
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zpiisobujici interferenci u jedné metody, nemusi ovliviiovat dal$i metodu. Muze
naptiklad dochazet k rozkladu pfidaného GSNO, coz by vysvétlovalo snizené hodnoty,
nebo naopak nékteré latky mohou poskytovat falesné pozitivni vysledky, coz ma za
nasledek zvyseni hodnoty SNO ve vzorku.

Podle Cook et al. (1996) zpisobuji u fluorimetrické a kolorimetrické metody
interferenci  kyselina askorbova, dithiothreitol a GSH. Pritomnost téchto latek
v koncentracich vyssich nez 100 pmoll? vedla az k 50% poklesu fluorescence.
Merkaptoethanol, piitomny dokonce v niz§ich koncentracich 10 umol.1? zpiisobil, Ze
nebyl detekovan zadny fluorescencni signal. Marley et al. (2000) pii méfeni
chemiluminiscenéni metodou uvadéji, ze je vhodné piidat N-ethylmaleimid ke
vzorktim, ktery zpisobi alkylaci volnych -SH skupin, stabilizuje SNO a nedochazi poté
k dodate¢né S-nitrosaci. Bramanti et al. (2010) ve své praci uvedli, ze ptitomnost
enzymu y-glutamyltranspeptidasy ve vzorku zpisobuje rozklad GSNO. Aby se
zabranilo ztraté GSNO, je tfeba tento enzym inhibovat smési serinu a kyseliny borité.

Airaki et al. (2011) stanovili obsah GSNO v listech, stoncich a kofenech papriky
(Capsicum annuum L.) a také v listech Arabidopsis pomoci techniky LC-ES/MS. Co se
tyCe obsahu GSNO v rostlinnych c¢astech papriky, nejvyssi obsah byl naméfen
v kofenech a to priblizné 7,9 = 1,9 nmol.g® FW. V listech Arabidopsis byl zméien
obsah GSNO 3,7 = nmol.g™ FW. Chaki et al. (2011) provedli experiment, kdy vystavili
semenacky slunec¢nice (Helianthus annuus) péti rozdilnym podminkam (nizkym
teplotdm, mechanickému poskozeni, vysoké intenzité¢ svétla, nepfetrzitému svétlu a
nepretrzit¢ tme). Poté byl metodou chemiluminiscencni detekce zméien obsah SNO.
Oproti kontrolni rostlin¢ byl obsah SNO vyrazné vyss$i pouze u rostlin, které byly

vystaveny mechanickému poskozeni, a to vice nez Ctytikrat.

Tab. 4 Vysledky stanoveni S-nitrosothiolti ve vzorku hrachu setého Savillovou metodou (n=3).

Koncentrace SNO [pmolI']  Vypo¢itana koncentrace

Savillova metoda )
piidaného GSNO [umol.I"]

Extrakt 18,78 £0,2

Extrakt + 5 pmol.I" GSNO  21,37+0,3 2,59
Extrakt + 10 pmol.I' GSNO 23,63 £0,3 4,85
Extrakt + 25 pmol.I' GSNO 31,83 £0,9 13,05
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Tab. 5 Vysledky stanoveni S-nitrosothiold ve vzorku hrachu setého chemiluminiscenéni

metodou (n=3).

Koncentrace SNO[umolLI']  Vypotitana koncentrace

Chemiluminiscencni metoda L
pridaného GSNO [umol.I"]

Extrakt 2,96 + 0,0

Extrakt + 5 pmol.I* GSNO  5,13+0,0 2,17
Extrakt + 10 pmol.I* GSNO 8,06 + 0,0 5,10
Extrakt + 25 pmol.I* GSNO 15,98 + 0,7 13,02

Tab. 6 Vysledky stanoveni S-nitrosothiold ve vzorku hrachu setého fluorimetrickou metodou
(n=3).

Koncentrace SNO [umol.I'']  Vypo¢itana koncentrace

Fluorimetricka metoda L
pridaného GSNO [pumol.I"]

Extrakt 14,89 £2,1

Extrakt + 1 pmol.I GSNO 19,33 +1,0 4,44
Extrakt + 5 pmol.I" GSNO 24,61 + 0,4 9,72
Extrakt + 10 pmol.I'* GSNO 36,03 + 0,2 21,14

4.5 Stanoveni SNO v télnich ¢astech véely medonosné (A. mellifera)

Stejnym zpisobem jako u hrachu setého byly vSemi tfemi metodami proméieny
extrakty z télnich casti vcely medonosné (Tab. 7-9). U vysledki Savillovy a
fluorimetrické metody byly u vétSiny ptipadi po ptidavku GSNO hladiny SNO nizsi
nez v Cistych extraktech. U chemiluminiscencni metody byly koncentrace v Cistych
extraktech nulové.

O obsahu SNO u hmyzu a konkrétn€ u vcel je zatim velmi malo znamo, a proto
jsou zde pro porovnani uvedeny informace ziskané¢ z vyzkumi zamétfenych na
zivo¢ichy a na zdravé ¢i nemocné 0soby. Rozsahly vyzkum je jiz nékolik let veden
Vv oblasti stanoveni SNO v lidské krevni plazmé&. Mezi prvni zminky patii vysledky
skupiny Stamler et al. (1992), kteii stanovili obsah SNO v plazmé ptiblizng 7 pmol.I?,
kdy ke stépeni vazby S-NO byla vyuzita fotolyza, kterd je obecné nespecificka pii
stanoveni SNO a mize dochéazet k uvolnéni NO také z dusitanli a nitrosaminil. Tento
vysledek byl tedy povazovan za nadhodnoceny. Naseem et al. (1996) predpokladali
obsah SNO v plazmé v rozmezi 15-25 nmol.I"2. To bylo potvrzeno v praci Marley et al.
(2000), kdy svyuzitim chemiluminiscenéni metody byly stanoveny koncentrace V
plazmé& 28 nmol.I* + 7 SNO. Jako reakéni smés byla pouzita smés Cu*/lo/I°, dusitany
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byly odstranény sulfanilamidem a ke stabilizaci SNO slouzil N-ethylmaleimid a EDTA.
Tato metoda je povazovana za spolehlivou metodu pifi stanoveni nanomolarnich
koncentraci SNO v biologickych vzorcich. Tento nazor vyvratili Tsikas et al. (2013)
s vyuzitim techniky UPLC-MS/MS, kdy méfili obsah SNO v plazmé u 10 zdravych
jedinct. Ani v jednom pifpadé nepfesahovaly koncentrace SNO hodnotu 2,8 nmol.I?,
coz byl limit kvantifikace této metody.

Giustarini et al. (2007) ve své praci shrnuli vysledky vyzkumi, kdy byly méteny
hladiny SNO v krevnim séru nebo krevni plazm¢. U krysy byla v nékolika vyzkumech
a odlisSnymi metodami zméfena koncentrace SNO. Vysledky byly riizné, a to od nizkych
nanomolarnich koncentraci az po nejvyssi hodnotu 1,78 pumol.I? ziskanou méfenim
metodou chemilumisnicenéni detekce. VyS§si hladiny SNO byly naméfeny v lidskych
vzorcich, a to predevSim u jedincii trpicich néjakym onemocnénim nebo u té¢hotnych
zen. Celkoveé nejvyssi hladiny SNO byly sledovany u jedinci S méstnavym srde¢nim
selhanim, a to priblizng 14,7 umol.I* (Giustarini et al., 2007).

Jelikoz vysledky ziskané z méfeni extraktt vcel jsou v porovnani s uvedenymi
experimenty né¢kolikanasobné vyssi, lze tedy konstatovat, Zze pravdépodobné
neodpovidaji skute¢nym hodnotam. Stejné¢ jako u vysledkli hrachu setého mohou opét
urcité latky rusit stanoveni SNO a davat falesné pozitivni vysledky. Miize také dochazet
k dodatecnému vzniku SNO, jestlize byly ve vzorku pfitomny vysoké koncentrace
dusitanti a thiolt. (Giustarini et al., 2007). Je také mozné, Ze nejblize skuteCnym
hodnotam jsou vysledky ziskané z chemiluminiscen¢niho analyzatoru (Tab. 8), kdy
byly naméfeny nulové koncentrace SNO. Koncentrace SNO ve vcelich extraktech

mohou byt blizké limitu detekce, nebo dokonce pod limitem detekce této metody.
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Tab. 7 Vysledky stanoveni S-nitrosothiolti v télnich ¢astech véely medonosné Savillovou

metodou (n=3).

Koncentrace SNO [umol.I]

Vypocitana koncentrace

Hlava
pFidaného GSNO [pmol.1*]
Extrakt 109,17 £5,7
Extrakt + 1 pmol.I GSNO 86,47 +23 -22,70
Extrakt + 5 pmol.I" GSNO 101,68 + 11,8 -7,50
Extrakt + 10 pmolI* GSNO 83,66 + 8,8 -25,51
Extrakt + 25 pmol.I* GSNO 73,95 +3,1 -35,22
Extrakt + 50 pmol.I* GSNO 149,68 + 8,1 40,50
Hrud
Extrakt 249,025 + 31,7
Extrakt + 1 pmol.I" GSNO 258,37 + 47,8 9,35
Extrakt + 5 pmol.I" GSNO 224,95 + 54,1 -24,08
Extrakt + 10 pmolI* GSNO 235,66 + 32,2 -13,37
Extrakt + 25 pmollI* GSNO 151,57 + 12,5 -97,46
Extrakt + 50 pmolI* GSNO 349,87 + 7,2 100,85
Zadecek
Extrakt 139,60 + 4,7
Extrakt + 1 pmol.I" GSNO 130,10+ 7,1 -9,49
Extrakt + 5 pmol.I" GSNO 155,29+ 4.9 15,70
Extrakt + 10 pmol.I" GSNO 147,47 + 8,0 7,87
Extrakt + 25 pmol.I" GSNO 94,13 £ 1,6 -45,47
Extrakt + 50 pmol.I' GSNO 166,54 + 4,9 26,94

41



Tab. 8 Vysledky stanoveni S-nitrosothiold v télnich ¢astech vcely medonosné

chemiluminiscenéni metodou (n=3).

Koncentrace SNO [umolI']  Vypo&itana koncentrace

Hlava . . 1
pridaného GSNO [pumol.I"]

Extrakt 0

Extrakt + 1 pmol.I* GSNO 2,73 +0,0 2,73
Extrakt + 5 pmol.I' GSNO  4,62+0,1 4,62
Extrakt + 10 pmol.I* GSNO 6,75+ 0,0 6,75
Extrakt + 25 pmol.I' GSNO 24,18 £ 0,1 24,18
Extrakt + 50 pmol.I* GSNO 54,76 + 0,6 54,76

Hrud

Extrakt 0

Extrakt + 1 pmol.I" GSNO 2,82 +0,0 2,82
Extrakt + 5 pmol.I' GSNO 4,97+ 0,0 4,97
Extrakt + 10 pmollI* GSNO 8,20+ 0,1 8,20
Extrakt + 25 pmollI* GSNO 24,41 +0,5 24,41
Extrakt + 50 pmollI* GSNO 54,80 + 0,2 54,80

Zadecek

Extrakt 0

Extrakt + 1 pmol.I" GSNO 2,70+ 0,0 2,70
Extrakt + 5 pmol.I' GSNO 4,48 +0,3 4,48
Extrakt + 10 pmol.I* GSNO 7,63+ 1,6 7,63
Extrakt + 25 pmol.I' GSNO 22,60 + 1,0 22,60
Extrakt + 50 pmol.I* GSNO 54,26 + 6,2 54,26
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Tab. 9 Vysledky stanoveni S-nitrosothioli v télnich ¢astech véely medonosné fluorimetrickou

metodou (n=3).

Koncentrace SNO [pmol.I"]

Vypocitana koncentrace

Hlava
pFidaného GSNO [pmol.1*]
Extrakt 76,00 £ 2,1
Extrakt + 0,5 pmolL.I* GSNO 61,80 + 5,8 -14,20
Extrakt + 1 pmol.I' GSNO 68,65 +3.4 -7,36
Extrakt + 2,5 pmoL.I" GSNO 52,14 +0,6 -23,87
Extrakt + 5 pmol.I' GSNO 73,83 +7,0 2,17
Extrakt + 10 pmolI* GSNO 108,83 + 2.9 32,83
Hrud
Extrakt 74,04 £9,2
Extrakt + 0,5 pmolL.I" GSNO 63,66 +2,9 -10,38
Extrakt + 1 pmol.I' GSNO 79,80 £9,0 5,76
Extrakt + 2,5 pmol.I* GSNO 54,51 +8,9 -19,53
Extrakt + 5 pmol.I" GSNO 90,43+ 11,5 16,39
Extrakt + 10 pmollI* GSNO 98,13 +3.4 24,09
Zadecek
Extrakt 109,85 £ 4,0
Extrakt + 0,5 pmolLI" GSNO 83,75 +6,7 -26,10
Extrakt + 1 pmol.I" GSNO 87,84 +7,5 -22,00
Extrakt + 2,5 pmol.I" GSNO 90,43 £34 -19,42
Extrakt + 5 pmol.I" GSNO 91,41 +6,3 -18,43
Extrakt + 10 pmolI' GSNO 117,42 + 5,1 7,57
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4.6 Porovnani pouzitych metod, vyhody a nevyhody

Jednozna¢né se nedd posoudit, kterd z uvedenych metod je nejvhodnéjsi. Pfi vybéru
metody je predevsim nutné brat v potaz, ze hladiny SNO jsou obecné in vivo velmi
nizké. Dulezité parametry jednotlivych metod jsou shrnuty v Tab. 10.

Savillova metoda je levna, rychla a malo pracna, ale jeji velkou nevyhodou je
zna¢né mnozstvi interferentli, které rusi spektrofotometrické stanoveni. Mezi tyto
interferenty patii jiz diive zminéné dusitany, thioly, ionty kovli nebo kyselina
askorbova. Navic je jeji detekéni limit (0,5 pmol.I?) &asto blizky biologickym
koncentracim (Giustarini et al., 2007). Fluorimetrickda metoda je opét levna a pomérné
rychla, interferenty jsou stejné jako u metody Savillovy, ale jeji detekéni limit je nizsi
(asi 0,14 pumol.l). Velkou vyhodou chemiluminiscenéni metody je jeji nizky limit
detekce (0,06 pmol.I). Tohoto limitu se vSak v experimentu nepodafilo dosahnout,
pravdépodobné kvili zvolenému rozsahu méfeni. Tato metoda je vSak z hlediska
Kromé preanalytické apravy vzorku musi byt také kladen diraz na spravnou manipulaci
se vzorkem. Jednou z podminek jsou nizké teploty (2-4 °C) a omezeni prace na piimém
svétle, jelikoz by mohlo dojit k rozkladu SNO (Giustarini et al., 2007).

Jelikoz hladiny SNO ve zkoumanych extraktech jsou pravdépodobné nizké,
muze byt problém napiiklad v malém objemu nastfikovaného vzorku u
chemilumisnicencni metody. Vyzkouset by se také mohly jiné reak¢ni smési a jejich
Cast¢jS$i vymeéna béhem meéfeni. Problém také mohl nastat jiz pfi samotné piipravé
extraktu. V ramci dalS$iho zkoumani by se napiiklad mohla vyzkouset jina extrakéni
¢inidla nebo lepsi zplisoby homogenizace biologického materidlu. Co se tyce odstranéni
interferujich latek pred zacatkem mcteni, je tfeba brat v potaz, ze kazdy zésah do

puvodniho prostiedi buitky mlize negativné ovlivnit pozdé;si vysledky.

Tab. 10 Porovnani pouzitych metod z hlediska stanoveni S-nitrosothioli v biologickém

materialu.

Metoda Savillova Fluorimetrickd Chemiluminiscenéni
Rychlost + rychla — pomala — pomala

Pracnost + malo pracna + malo pracna — pracna

Cena pristroji + levna + levna — draha

Dalsi (ne)vyhody + vizualni kontrola — 1 hod. inkubace + nizky limit detekce

— mnozstvi interferent.  — velka spotfeba vzorku + mala spotfeba vzorku

44



5 Zavér

V teoretické casti byla zpracovana literarni reSerSe shrnujici nejdilezitéjsi poznatky
tykajici se S-nitrosothiolti, predevSim jejich biosyntézy, odbouravani, chemickych
vlastnosti a biologickych funkci. Déle bylo také poukadzano na jejich klicovou roli
Vramci signdlnich drah oxidu dusnatého. V teoretické Casti byl zpracovan piehled
pouzitych metod analyzy S-nitrosothiold.

V experimentalni ¢asti bylo zavedeno stanoveni S-nitrosothiold metodou
chemiluminiscenéni detekce. Dale byly testovany tii metody analyzy S-nitrosothioll
(spektrofotometrickd, fluorimetricka a chemiluminiscenéni) jak na standardu S-
nitrosoglutathionu, tak na rostlinnych a hmyzich vzorcich. Tyto metody byly poté
porovnany a byly zhodnoceny jejich vyhody a nevyhody.

Z uvedenych experimentéalnich vysledki vyplyva, Ze vybér vhodné analytické
metody je pfi analyze S-nitrosothiolti klicovy, neméné dilezitd je vSak i preanalyticka
uprava vzorku, ktera je pro danou metodu Ccharakteristicka a mnohdy velmi
komplikovana. Problematika stanoveni S-nitrosothiold V biologickém materialu byla
Vv poslednich letech obohacena o spoustu novych poznatkti a novych experimentalnich
metod. I nadale se vSak jedna o naro¢nou analytickou vyzvu a v této oblasti je zapotiebi

dalsitho zkoumani.
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