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Abstrakt

V réamci reakce rostlin na bioticky a abioticky stres se tvofi reaktivni formy dusiku
(RNS) a kysliku (ROS), které aktivuji tfadu signalnich kaskdd podilejicich
se na specifickych obrannych odpovédich. Radi se zde také posttranslaéni modifikace
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spo¢iva v pripojeni nitroso-skupiny na cysteinova residua cilovych proteini a méni
jejich aktivitu, stabilitu a ptislusnou odpovéd’. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)
a thioredoxinreduktasa (TrxR) pfedstavuji u rostlin klicové enzymy denitrosylace
regulujici hladiny S-nitrosylovanych proteind.

Cilem této prace bylo studium ulohy S-nitrosylace a denitrosylace ve vyvoji kotfene
anadzemni casti dvou kultivarli hrachu setého Pisum sativum cv. Kudma¢ a Pisum
sativum cv. Twinset s vyuzitim modulatorti hladiny oxidu dusnatého — donoru GSNO
alapace PTIO. Byly zaznamenany rozdilné zmény obsahu S-nitrosothioli (RSNO)
a s nimi souvisejici modulace aktivity GSNOR 1 TrxR v nadzemnich ¢éstech i kofenech
obou kultivarii. Intenzita S-nitrosylace proteinti se vyznamné snizila po aplikaci GSNO
1 PTIO v kofenech P. sativum cv. Twinset. Vlivem moduldtort doslo ke zménam
hladiny celkovych RSNO v membranové frakci a produkci ROS prostfednictvim
aktivity NADPH-oxidasy, jejiz aktivita je regulovana S-nitrosylaci.
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Cile prace
Teoreticka cast
Cilem teoretické Casti predlozené bakalatské prace bylo vypracovani literarni reserSe
shrnujici poznatky o funkci RNS u rostlin se zaméfenim na S-nitrosylaci a jeji roli
v obrannych  mechanismech rostlin. Dale byly charakterizovany enzymy
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) a thioredoxinreduktasa (TrxR), podilejici se
na denitrosylaci u rostlin.
Experimentalni ¢ast
Vramci experimentalni casti byla studovana uloha S-nitrosylace a denitrosylace
v procesu vyvoje kofene a nadzemni cCasti vybranych kultivarG Pisum sativum
cv. Kudma¢ a Pisum sativum cv. Twinset s vyuzitim moduldtori hladiny oxidu
dusnatého (NO) za fyziologickych podminek.
1. Ptiprava sterilniho rostlinného materidlu — kultivace na MS médiu obsahujicim:
0,1 mM GSNO (donor NO); 0,1 mM PTIO (lapac NO).
2. Spektrofotometrické stanoveni hladiny S-nitrosothiold, aktivity enzymi GSNOR
a TrxR.
3. Izolace S-nitrosylovanych proteini metodou biotin-switch a jejich
imunochemicka detekce.

4. Izolace membranové frakce a stanoveni aktivity enzymu NADPH oxidasy.



1 Uvod
Reaktivni formy dusiku (RNS) ptedstavuji molekuly volnych radikali i molekuly

neradikalové povahy, které¢ vznikaji jako vedlejsi produkty metabolismu rostlin. Misto
jejich vzniku je spojeno sriznymi bunéénymi organelami, jako jsou mitochondrie,
chloroplasty, endoplasmatické retikulum, peroxisomy a plazmaticka membréana. Diky
své schopnosti rychle reagovat stadou biomolekul, nachazi vyuziti v mnoha
signaliza¢nich a komunikacnich procesech v bunkach. Dale se RNS uplatiuji
pii kontrole dillezitych fyziologickych procest, od rlstu a vyvoje rostlin, pfes odolnost
vuci biotickému 1 abiotickému stresu, az po regulaci programované bunécné smrti.
Pokud se RNS tvoii v nadmérné koncentraci, mohou byt pro bunky toxické (Tripathy
a Oelmiiller, 2012).

Za zéastupce RNS se tadi molekuly odvozené od oxidu dusnatého (NO), a to radikal
oxidu dusnatého (NO"), peroxydusitan (ONOQO"), dale oxid dusity (N,O3), oxid dusicity
(NO,) a nizkomolekularni S-nitrosothioly (RSNO) (Tripathy a Oelmiiller, 2012).
Kli¢ovou slozkou signalnich drah NO u rostlin jsou posttranslacni modifikace proteind,
a to nitrace tyrosinu ¢i S-nitrosylace proteini. Mechanismy a regulacni schopnosti
nitrace a S-nitrosylace predstavuji v soucasné dobé intenzivné studovanou
problematiku. U rostlin byly popsany dva mozné mechanismy tzv. denitrosylace
spoc¢ivajici v odstranéni nitroso (—NO) skupiny z cysteinovych residui v proteinech.
Prvni mechanismus pfedstavuje nepiimé kontrola hladiny RSNO prostfednictvim
aktivity enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy, ktery katalyzuje NADH-dependentni
redukci intracelularniho S-nitrosoglutathionu, nejvyznamnéjSiho nizkomolekularniho
RSNO in vivo. Druhy mechanismus denitrosylace probihd prostfednictvim systému
thioredoxinu/thioredoxinreduktasy (Trx/TrxR). Trxs volnou thiolovou skupinou
je oxidovan v denitrosylaéni reakci s S-nitrosylovanym proteinem. Oxidovany Trx je
posléze redukovan NADPH-dependentni reakci katalyzovanou TrxR a dochazi

k regeneraci aktivniho Trx.



2 Charakterizace S-nitrosylace a S-nitrosothioli

2.1 Oxid dusnaty

NO se vyskytuje v rostlinnych i zivociSnych buiikach ve formé plynného radikalu
(NO’). Ackoli byla tvorba NO poprvé popsana u rostlin (Klepper, 1979), pro védce se
molekula NO stala zajimavou az poté, co byla identifikovana jako relaxacni faktor
v kardiovaskularnim systému u savci (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987).
Od t¢ doby je povaZovana zavyznamnou signalni molekulu ucastnici se fady
biologickych a fyziologickych procesti. U zivoCichi je zodpovédna napiiklad
za vasorelaxaci, neurotransmisi, regulaci imunitniho systému, a za pozornost stoji fakt,
ze poskozeni regulace hladiny NO vede k mnoha patologickym staviim (Luiking et al.,
2010). U rostlin se NO podili na dormanci a klieni semen, vegetativnim rdstu stonkl
a listh, vyvoji kofenového systému a mnoha dalSich fyziologickych procesech
(Piterkova et al., 2011; Sirova et al., 2011). NO piisobi také v regulaci rostlinné imunity
a je soucasti signalnich kaskad obrannych reakci rostlin na stresové podminky (Noritake
et al, 1996; Beligni et al., 1997; Laxalt et al., 1997; Piterkova et al., 2008; Sirova et al.,
2011).

NO je velmi mala reaktivni molekula, ktera dokaze vzhledem ke své lipofilni
struktufe prochazet membranami a pronikat do okolnich bun¢k. Nicméné ma velmi
kratkou Zivotnost, a to 3-5 sekund, diky které rychle reaguje s jinymi molekulami
a radikaly. Biosyntéza NO probih4 v zavislosti na lokalizaci a stimulantech, které se
podileji na jeho tvorb&. U zZivocichli se na biosyntéze NO vyznamné podili zejména
konstitutivni a inducibilni isoformy synthasy oxidu dusnatého (NOS, EC 1.14.13.39).
U rostlin miZe biosyntéza NO probihat enzymaticky i neenzymaticky (Obr. 1).
V piipadé¢ neenzymové reakce jsou dulezitymi zdroji NO dusitany, S—nitrosothioly
(RSNO), hydroxylamin, L-arginin, polyaminy a nesymbioticky hemoglobin
(Kelm, 1999). U vyssich rostlin je enzymovym zdrojem NO pfedevsim nitratreduktasa

(NR, EC 1.7.1.2) (Gupta et al., 2011; Yu et al., 2012).
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Obr. 1 Mozné zpusoby syntézy oxidu dusnatého (NO). Asimilaci dusi¢nantd (NOs") vznikaji
dusitany (NO,") za katalyzy nitratreduktasy (NR, EC 1.7.1.1). Nasledna redukce NO,” na NO
probihd bud’ enzymaticky ptes aktivitu NR nebo pfes mitochondrialni elektronovy transportni
fetézec nebo neenzymatickymi reakcemi (redukénimi drahami). Alternativné mize syntéza NO
probéhnout také oxida¢nimi cestami z hydroxylaminu, polyamind nebo prostfednictvim aktivity
enzymu podobnému synthase oxidu dusnatého (NOS, EC 1.14.13.39) z L-Argininu, ktery avSak
nebyl dosud identifikovan. Vznikly NO muize byt metabolizovan dioxygenasovou aktivitou
nesymbiotického hemoglobinu (ns-1Hb-NO), ktera pievadi NO opét na NO;~, nebo NO reaguje
s redukovanym glutathionem &i thiolovymi skupinami, ¢imz vznikaji S-nitrosothioly. Cervené
Sipky zde znazornuji cyklus dusi¢nan-NO, zelené Sipky naznacuji biosyntetické reakce a modré
indikuji reakce spojené s homeostazou NO. Upraveno podle Moreau et al. (2010).

Interakce NO s reaktivnimi partnery, zahrnujici ROS, thioly, lipidové radikaly
a prechodné kovy v hemovych strukturach, je zodpovédna za jeho signélni mechanismy,
které mohou vést ke zméné biologické aktivity cilovych biomolekul (Tuteja et al.,
2004). Vyznamnou roli v signdlnich drahdch NO hraji posttranslaéni modifikace

proteind, a to nitrace proteinovych tyrosintli, tryptofani nebo histidinii a nitrosylace

cysteinovych thioli (Obr. 2) (Hnizdova et al., 2009; Jahnova ef al., 2013).
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Obr. 2 Model posttranslacnich modifikaci zprostfedkovanych volnym radikdlem oxidu
dusnatého (NO") v rostlinnych buiikach. Schéma ptedstavuje rostlinnou buniku, kde NOvznika
bud’ z L-Argininu prostiednictvim synthasy oxidu dusnatého (NOS, EC 1.14.13.39), z dusitantu
(NO;") prostfednictvim aktivity nitratreduktasy (NR, EC 1.7.1.1) nebo neenzymatickymi
reakcemi. NO'mtze dale reagovat sredukovanym glutathionem (GSH) nitrosylacni reakci
za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO). NO® reaguje se superoxidovymi radikaly (O,)
za vzniku peroxydusitanu (ONOO7), ktery je silnym oxidantem a zpidsobuje nitraci
tyrosinovych residui v proteinech €i nitraci mastnych kyselin (MK). NO°, GSNO a NO,-MK
se mohou podilet na procesech bunétné signalizace a tvorbé S-nitrosylovanych proteind.
Upraveno podle Corpas et al. (2015).

2.2 Mechanismy S-nitrosylace a vzniku S-nitrosothiolu

V poslednich letech se S-nitrosylace ukazuje jako klicova posttranslacni modifikace
cysteinovych residui, kterd reguluje funkce proteind a bunécnou signalizaci. Patii mezi
tzv. redoxni signdlni drdhy zalozené na redoxnich zmeénach efektorovych molekul.
Kovalentnim pfipojenim -NO skupiny na atom siry postranniho fetézce cysteinu
v proteinech vznikaji S-nitrosothioly (RSNO) (Jahnova et al., 2013). Bylo nalezeno
nékolik  strukturnich pozadavki na okoli cysteinu, ktery mulze podléhat
S-nitrosaci. Strukturni studie odhalily, ze v okrajovych oblastech modifikovanych Cys

jsou vyznamné zastoupeny pouze tii nepolarni residua (Ala, Gly, Ile) (Kovacs
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a Lindermayr, 2013). Motiv kyselina-baze je umistén vzdalengji vzhledem k Cys (8 A)
a jeho nabité skupiny jsou dostupné rozpoustédlu (Marino a Gladyshev, 2010). Mista
S-nitrosace jsou rovnomérné distribuovana v hydrofobnich a hydrofilni oblasti proteinti
s pKa okolo 10,01. 70 % S-nitrosylovanych Cys bylo obklopeno negativné
nebo pozitivné nabitymi aminokyselinami ve vzdalenosti 6 A (Greco et al., 2006;
Doulias et al., 2010).

S-nitrosyla¢ni reakce probihaji reversibiln€, mistné specificky a bez enzymové
katalyzy. Existuji ¢tyfi hlavni cesty vedouci k tvorbé RSNO, které se mohou vyskytovat
v biologickych systémech (Obr. 3): 1. oxidacni dréha, 2. radikélovéa draha, 3. tvorba
RSNO katalyzovana ptfechodnymi kovy, 4. transnitrosace (Kovacs a Lindermayr, 2013).
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Obr. 3 Volny radikal oxidu dusnatého (NO®) reaguje se superoxidem (0,), kyslikem (0,)
nebo s kovy (M) a vznikaji nitrosa¢ni ¢inidla peroxydusitan (ONOO ), oxidy dusiku (N,Os,
NOy) nebo komplex kovu s NO (M-NO). NO reaguje s thiolovym radikalem (RS") za vzniku
RSNO. Déle RSNO mohou vznikat reakci thiolového aniontu (RS") s nitroxylovym aniontem
(NO") ¢&i nitrosoniovym kationtem (NO"). Transnitrosylaéni reakce spocivaji v prenosu -NO
skupiny mezi riznymi thioly. Upraveno podle Kovacs a Lindermayr (2013).
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Kharitonov et al. (1995) popsal jeden z moznych mechanismt S-nitrosylace. Pokud
reaguje molekula NO s kyslikem, vznikaji vyssi oxidy dusiku. V prvnim a druhém
kroku je pro S-nitrosylaci dulezitd rychlost tvorby NO, a nitrosa¢niho ¢inidla N,Os.

Nasledna hydrolyza N,O3; kompetuje s reakci N,Oj; s thioly (RSH).

I. 2NO+0, - 2NO
NOZ +NO — N203
N203 + Hzo —2 HN02

Eal

N203 + RSH — RS-NO+HNOZ

RSNO dale mohou vznikat reakci thiolového aniontu (RS”) ¢i thiolového radikalu
(RS7) s ONOO", ktery je produktem reakce mezi NO a O, (Handy ef al., 2006;
Lancaster et al., 2008).

Dal§im moZnym mechanismem je reakce NO's thioly ¢&i thiolovych aniontem (RS )
za vzniku radikdlového meziproduktu (Gow et al., 1997). V ptipad¢ vyskytu akceptoru
elektront (kysliku) se meziprodukt méni na RSNO. Reakce jsou popsany nasledujicimi

rovnicemi;

5. RSH+NO’ — RS-N-O-H'
6. RS-N-O-H + 0, - RS-NO+0,™

Pfi reverzibilni transnitrosacni reakci, kde je rovnovaznd konstanta rovna jedné,
se pfenasi -NO skupiny na volnou thiolovou skupinu jiné molekuly. S-thiolace probiha

obdobng, ale za vzniku disulfidu a nitroxylu (Hogg, 1999).

7. RSNO + R SH «> RSH + R SNO
8. RSNO+R'S <> RSSR +NO

Jak je zminéno na Obr. 3, NO' muze reagovat také s pfechodnymi kovy (M)
zavzniku komplexu kov-oxid dusnaty (M-NO). Tento komplex dale reaguje
s thiolovym radikdlem (RS’) za vzniku RSNO. Jako piiklad je uvedena nasledujici
rovnice prevzatd z Vanin (1998) a Manukhina et al. (2002).

13



9. Fe’" +NO — Fe’"-NO" + RS’ — RS-Fe’"-NO

2.3 S-nitrosothioly

RSNO jsou povazovany za stabilni zdsobni a transportni formy NO in vivo (Gaston
et al., 1999; Handy et al., 2006). Ackoli existuje celd fada zastupci RSNO,
mezi nejznaméjsi a nejrozSifencjsi patii S-nitrosoglutathion (GSNO) (Martinez-Ruiz
et al., 2004). Vyznamna tloha GSNO in vivo spocivd ve schopnosti transportu NO
¢i prenosu —NO skupiny prostfednictvim transnitrosace (Derakhshan et al., 2007,
Marino a Gladyshev 2010). GSNO vznika reakci tripeptidu glutathionu (GSH,
v-Glu-Cys-Gly) s RNS za aerobnich podminek (rovnice 11) (Hess et al., 2012).

10. GSH + HNO, — GSNO + H,0

GSH je antioxidant, ktery hraje nezbytnou roli v bunéénych procesech (Noctor et al.,
2012), a to zejména v obranné odpovédi rostlin na abiotické ¢i biotické stresové faktory
(Dubreuil-Maurizi a Poinssot, 2012; Gill et al., 2012; Frendo et al., 2013). Rychlost
tvorby NO a koncentrace kysliku zde maji velky vliv na kone¢ny vytézek reakce
(Jourd‘heuil et al., 2003). Bylo prokazano, ze pouze velmi malé procento NO

se v biologickych procesech pireméni na RSNO (Broniowska et al., 2013).

2.3.1 Stabilita S-nitrosothiola

RSNO vykazuji znacnou nestabilitu, jelikoz vazba S-NO je siln¢ polarizovana. RSNO
dokézou snadno odstépovat molekulu NO, tcastni se S-thiolace, transnitrosylacnich
reakci nebo pusobi i ptimo (Ignarro et al., 1999; Shahani a Sawa, 2011).

Stabilita RSNO rovnéz zavisi na mnoha faktorech, mezi které se fadi svétlo, teplota,
pH, ptitomnost O, a kationti pfechodnych kovti, askorbatu ¢i GSH (Holmesa Williams,
2000; Hogg N., 2002). Rada studii popsala v ramci rozkladu RSNO in vitro nejen NO
jako produkt reakce, ale také naptiklad dusik a siru ve vSech jejich oxidacnich stavech
(Singh et al., 1996; Ignarro et al., 1999; Hogg, 1999; Stamler a Toone, 2002).

Mozny rozklad RSNO je popsan nasledujicimi rovnicemi dle Hogg (2002). Rovnice
11 znazornuje rozklad pomoci pfechodnych kovi, rovnice 12 elektrochemickou reduket,

rovnice 13 popisuje rozklad pomoci thiolt a rovnice 14 vlivem svétla.
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11. RSNO + Cu*" — RS-Cu*" + NO
12.RSNO+¢e¢ — RS +NO

13. RSNO +R'SH — R SNO + RSH
14. RSNO + svétlo,A — RS" + NO

2.3.2 Neenzymova degradace S-nitrosothioli

Vazba S-NO se muze rozpadnout tzv. monomolekularni reakci, a to bud’ homolyticky
nebo heterolyticky. Homolytické Stépeni je na rozdil od heterolytického Stépeni
vyhodné ztoho divodu, ze se jedna o drdhu snejmensi energii. Heterolytickym
$tépenim vznikd nitrosoniovy (NO') nebo nitroxylovy (NO') ion, coZ neni
z fyziologického hlediska vyznamné. Oproti homolytickému §tépeni vznikaji vlivem
UV svétla dulezité NO a RS’ radikaly (Singh et al., 1996).

Mechanismy homolytického Stépeni vazby S-NO jsou popsany v nasledujicich
rovnicich podle Stamler a Toone (2002). RSNO se v prvnim kroku rozstépi na radikal
RS" a molekulu NO (rovnice 15). Pot¢ miize prob¢hnout bimolekuldrni reakce dvou
radikal RS’v nizké koncentraci (rovnice 16). Reakce vSak neni pftili§ pravdépodobna.
Vice predpokladand je homolyticka substituce, v tomto piipadé reakce RS" radikélu

s dalsi molekulou RSNO (rovnice 17).

15. R-S-NO — RS" + NO
16. R-S" +R-S" — R-S-S-R
17. R-S" + R-S-NO — R-S-S-R + NO

Reakce rozkladu vazby S-NO jsou katalyzovany riiznymi ionty kovii jako Zn*", Ca",
Mg®", Ni*", Co*", Mn*", Cr’". Nejvyznamn&jii jsou mé&dnaté ionty Cu®" vznikajici
pii redukei thiolati (RS7), z Cu”” navazanych na proteiny a peptidy nebo reverzibilni
vazbou NO na thiolat médnaty (Cu*’-SR), ¢&imZ vznikne adukt madi
a S-nitrosothiolu [Cu'](k'-N(O)SR) (Singh et al., 1996; Ford et al., 2005). A&koli Giloha
Cu®" v rozkladu RSNO neni zcela objasnéna, v literatufe byly popsany nasledujici dvé

rovnice (Stamler a Toone, 2002):

18. Cu’ + RS-NO — Cu*" +RS +NO°
19.2 Cu®** +2RS — 2Cu*" +RS-SR
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Vyuzitim chelata¢nich ¢inidel, kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)
nebo neocuproinu jsou vytvoreny komplexni slouceniny s ionty kovll a je zamezena
degradace RSNO (Singh et al., 1996). V cytosolu existuji reduktanty, které jsou
schopny rozklddat nizkomolekularni 1 proteinové RSNO. Ochranu RSNO
pted pusobenim redukéniho prostiedi v cytosolu zajist'uji napiiklad hydrofobni konce
nékterych proteind, bunééné membrany nebo rtzné vacky (Rafikova et al., 2002).
Mezi reduktanty narusujici RSNO bychom mohli zafadit naptiklad GSH, superoxidovy
aniont radikal (O,"), peroxid vodiku (H,O;) nebo askorbat. (Clementi et al., 1998).
Na druhou stranu existuje také nékolik stabilnich proteinovych RSNO napftiklad
kreatinkinasa, a-tubulin, [B-tubulin nebo glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa.
Predpoklada se, Ze u téchto proteini dochazi kezméné konformace, diky niz
je nitroso-skupina chranéna pfed vlivem redukénich ¢inidel, a diky tomu

S-nitrosylované proteiny funguji odlisné v signdlnich drahach (Paige et al., 2008).

2.3.3 Enzymova degradace S-nitrosothiolii
2.3.3.1 S-nitrosoglutathionreduktasa
2.3.3.1.1 Funkéni a strukturni vlastnosti rostlinné GSNOR

U rostlin  mé&  vyznamnou ulohu v  katabolismu GSNO  enzym
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.1.1.284) (Benhar et al., 2009), patfici
do rodiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas tiidy III (ADH3; EC 1.1.1.1)
(Staab et al., 2008). Tento enzym, diive oznaCovany jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (GSH-FALDH EC 1.2.1.1.), byl v pozdéjsich letech
piejmenovan jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284) z divodu
nalezeni jiného reakéniho mechanismu. Primarnim substratem enzymu totiz neni GSH,
ale  spontann€¢  vznikajici  produkt syntézy GSH a  formaldehydu,
S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH) (Obr. 4).
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Obr. 4 Katalyza oxidace S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH), aduktu redukovaného
glutathionu (GSH) a formaldehydu (CH,0O) na S-formylglutathion prostiednictvim aktivity
alkoholdehydrogenasy 3 (ADH3). Pfevzato z Jensen et al. (1998).

Nyni se v literatufe pouzivd oznafeni enzymu S-nitrosoglutathionreduktasa (zkratka
GSNOR), protoze se =za fyziologicky nejvyznamnéj§i povazuje katalyza
NADH-dependentni redukce GSNO za vzniku oxidovaného glutathionu (GSSG)
a amoniaku (Obr. 5). Redukci GSNO se tvofi nestabilni meziprodukt
N-hydroxysulfinamid (GSNHOH). Pro vznik vysledného produktu je klicova
koncentrace GSH. V pfipad¢ nadbytku GSH vznikaji hydroxylamin (NH,OH) a GSSG.
Pokud je ovSsem koncentrace GSH nizkd, vznikd glutathionsulfinamid (GSONH,). Dale
se za ucasti vody a v kyselém prostiedi vytvaii kyselina glutathionsulfinova (GSO,H)

a amoniak (NH3) (Jensen et al., 1998; Liu et al., 2001; Staab et al., 2008).

GSH
O GSNOR H
j(\N GSSG
S f §
NH,OH
o NADH  NAD+

/ I
Yy )Er”m/\*r/ % er Ly

0

NH+

Hz GSONH, GSOOH

Obr. 5 GSNOR katalyzuje NADH-dependentni redukci S-nitrosoglutathionu (GSNO)
na nestabilni intermediat N-hydroxysulfinamid (GSNHOH). GSNHOH mtze reagovat
s redukovanym glutathionem (GSH) za tvorby glutathiondisulfidu (GSSG) a odstépi
se hydroxylamin (NH,OH). Druhou moznosti je spontanni pfeskupeni GSNHOH
na glutathionsulfinamid (GSONH,). Za nizkého pH mize probihat hydrolyza GSONH,
na kyselinu glutathionsulfinovou (GSOOH) a amoniak. Kone¢ny produkt tedy zavisi
na koncentraci GSH. Pfevzato z Jensen et al. (1998).
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Rostlinnd GSNOR se sklada ze dvou monomerti (Obr. 6). Aktivni misto je vysoce
konzervované a nachazi se ve stfedu mezi velkou katalytickou doménou a mensi
nekatalytickou doménou, zahrnujici vazebné misto pro koenzym. Katalytickd doména
se sklada z residui 1-177 a 327-379. Maly NAD"-vazebny Rossmaniv zahyb je slozeny
z residui 178-326 a predstavuje hlavni ¢ast sty¢né plochy podjednotky. Dimer se vytvaii
diky interakci dvanacti pseudo-kontinudlnich beta-listi, které ptedstavuji podstatnou
¢ast domény vazajici koenzym. Homodimerni struktura obsahuje také dva zineCnaté
ionty, umisténé ve velké katalytické doméné (Obr. 6). Jeden zastava funkci strukturni
aje navazan na Ctyii cysteinova residua (Cys99, Cys102, Cys105 a Cys113). Druhy
katalyticky zinek je vazan na Cys177, Cys47, His69 a Glu70 nebo hydroxidovy aniont
vody, v zévislosti na specifickém komplexu. Vazba koenzymu je spojena s pohybem
atomu zinku v aktivnim misté a to zménou jeho koordinace (Kubienova et al., 2013).

Diky bioinformatické studii Xu et al. (2013), zaméfené na analyzu konzervovanych
a zinek-koordinujicich ~cysteinovych residui proteinu GSNOR z Arabidopsis
(AtGSNOR), bylo odhaleno, ze residua Cys10, Cys271, Cys370 mohou mit vyznamnou
funkci v regulaci aktivity tohoto enzymu (Obr. 6). Dale ve studii Frungillo ef al. (2014)
poukazali na inhibici aktivity 4tGSNORI, ke které¢ doSlopo inkubaci s donorem NO.
Metodou biotin-switch rovnéz detekovali S-nitrosylaci AtGSNORI in vitro a také
invivo. Nedavnd studie Guerra et al. (2016) potvrdila s vyuzitim hmotnostni
spektrometrie, ze u AtGSNORI dochazi k S-nitrosylaci residui Cys10, Cys271, Cys370.
Vyuzitim farmakologickych pfistuptt s donory NO bylo zjisténo, Ze dochazi
k reversibilnimu  sniZzeni  aktivity  rostlinné = GSNOR v  reduktasovém
1 dehydrogenasovém modu (Tichd et al., 2017). Kovacs et al. (2016) ve své studii
popisuji inhibici aktivity AtGSNORI diky oxida¢nim modifikacim Cys47, Cysl77
a Cys271 (Obr. 6), a to po ptidavku H,0, in vitro a také in vivo u rostlin Arabidopsis
kultivovanych na médiu obsahujicim herbicid paraquat. Podobna studie, charakterizujici
posttranslaéni regulace rostlinnych GSNOR in vitro, potvrdila ¢aste¢nou reverzibilni
inhibici reduktasové 1 dehydrogenasové aktivity oxidacnimi modifikacemi cysteinovych

residui (Tiché et al., 2017).
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Obr. 6 Struktura GSNOR z Arabidopsis (PDB 3UKO). Podjednotky dimeru jsou zndzornény
modie a Sedé. Cysteinova residua, predstavujici cile nitrosylacnich a oxidac¢nich modifikaci,
jsou zndzornéna cervené (Cysl0, Cys271, Cys370) a oranzove (Cys47, Cysl177). Navazany
kofaktor NAD" ve vazebné kapse pro substrat je znazornén zelend. Katalyticky a strukturalni
zinek je zndzornén Zluté. Pfevzato z Lindermayr (2017).

2.3.3.1.2 Uloha GSNOR ve vyvoji rostlin

U rostlin byl enzym GSNOR studovan poprvé u Arabidopsis thaliana, kde byl
v genomu nalezen gen kodujici AtGSNORI v jedné kopii (Martinez et al., 1996).
Ve studii Xu et al. (2013) byla lokalizovana GSNOR u Arabidopsis pomoci techniky
GFP (Obr. 7). Fluorescence byla pozorovana v priabéhu vyvoje semene a kvéta
(Obr. 7A-C). Intenzivni signal byl detekovan v apikalnim meristému a kotfenové Spicce
semenackd (Obr. 7A, D), avSak nejvyssi intenzita byla pozorovana v kotyledonu,
hypokotylu, kofene a okvétnich listcich (Obr. 7A-C). Detailni pozorovani kofenové
Spicky (Obr. 7E-G) ukazuje distribuci GSNOR ve vSech typech kotfenovych bunék
s difuzni lokalizaci v jadfe a cytosolu, avSak krom¢ jadérka. To je také patrné
v elongaéni zoné kotene, i kdyz jadérka jsou v téchto bunkdch podstatné mensi
(Obr. 7H). Signal odpovidajici GSNOR-GFP byl také detekovan v jednotlivych ¢astech
kvétu (Obr. 7): okvétnich listcich (I), ty¢inkach a pestiku (J), pylu (K), prasniku a nitce (L),

vajickach (M), korun¢ (N), semeni v zarode¢ném stadiu embrya (O) a blizné (P).
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Obr. 7 GSNOR je exprimovana v ruznych organech a vyvojovych stadiich Arabidopsis.
Lokalizace GSNOR byla pozorovana u rostlin transformovanych GSNOR:: GSNOR-GFP
v pozadi hot5-2. VSechny rostliny byly homozygotni pro GSNOR::GSNOR-GFP transgen,
s vyjimkou rostlin na fotkach (I-K). (A) Cela rostlina. (B) Kotyledon. (C) Kvét. (D) Distribuce
a lokalizace GSNOR-GFP v bunkach kofenovych $pi¢ek v optickém prifezu uprostied kotene.
(E) GSNOR-GFP lokalizace v kofenovych epidermalnich buikach. (F, G) Opticky priiez
lokalizace GSNOR-GFP v bunkéach kofenového kortexu pii dvou riiznych zvétsenich. Sipky:
jédro. PI, barveni propidium jodidem; DIC, Nomarského interferencni kontrast. (H) GSNOR-
GFP lokalizace v elonga¢ni zoné kotend. Usecka: 20 um (D-H). (I-P) Lokalizace GSNOR-GFP
v kvétu (I), tyCinkéach a pestiku (J), pylu (K), prasniku a nitce (L), vajickach (M), koruné (N),
semeni v zarodeéném stadiu embrya (O), blizn& (P). Sipky v (K) oznaéuji pyl u mutantu 4ot5-2,
které neexprimuji GSNOR-GFP kvili segregaci transgenu u heterozygota. Usecky: 500 pm
(L, J); 200 um (M); 40 um (K, L, N-P). Pievzato z Xu et al. (2013).

Mutace genu GSNORI maji riizné ucinky na vyvoj rostliny projevujici se soucasné
ve fenotypu né€kolika rtiznych znakd, a to zakrnélym rlistem, poruchami vétveni stonku
a trichomi, poruchami kveteni a snizenou produkci semen (Feechan et al., 2005; Lee
et al., 2008; Chen et al., 2009; Holzmeister et al., 2011; Kwon et al., 2012; Xu
et al., 2013; Shi et al., 2015). Morfologické defekty mutantu gsnorl-3 u Arabidopsis
s funkéni mutaci GSNORI jsou zobrazeny na Obr. 8. Pro mutantni linii gsnori-3

je charakteristicka ztrdta GSNOR aktivity, zvySend hladina RSNO, niz§i vzrist
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(Obr. 8A), poruchy vyvoje lateralnich kofenti (Obr. 8B) a rozvétveni nadzemni ¢asti
(Obr. 8C) isnizend plodnost (Obr. 8D, 8E) (Feechan et al., 2005). Podobné defekty
byly nalezeny rovnéz u Arabidopsis hot5-2 a par2-1, mutantnich linii, které nesou dvé
ruzné alely gsnorl (Lee et al., 2008; Chen et al., 2009; Kwon et al., 2012; Xu
etal.,2013).

Col-O gsnorl-3 Col-O gsnorl-3 Col-O  gsnori-3

Col-O gsnorl-3 Col-O gsnori-3
c

Obr. 8 Vyvojové poruchy mutantu gsnorl-3. (A) Ztrata apikdlni dominance. (B) Kratky
primarni kofen a ztrata lateralnich kofenu (bilé Sipky). (C) SniZeni plodnosti — nizka produkce
semen a zkracené SeSule. (D, E) Fenotyp kvéti — prodlouzeny pestik a zkracené nitky u tyCinek.
Usecka 1 mm. Pievzato z Shi et al. (2015).
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2.3.3.1.3 Uloha GSNOR v obrannych reakcich rostlin

NO a RSNO jsou povazovany za klicové molekuly signalnich drah podilejici
se na imunitni odpovédi jak u rostlin, tak i uzivocichii. Pfedpoklada se, ze vlivem
katabolismu GSNO kontrolovaného GSNOR dochazi ke zménam hladin RSNO, které
mohou vyvolavat obranné reakce na patogeny u rostlin stejné jako u zivoc¢ichti (Malik
et al., 2011). Ne&kolik publikaci naznacilo, ze regulace hladiny RSNO in vivo
prostiednictvim GSNOR aktivity je vyznamné zapojena v obrannych mechanismech
u rostlin pfi plisobeni biotického i abiotického stresu (Feechan et al., 2005; Rustérucci
et al., 2007; Lee et al., 2008; Chen et al., 2009; Kubienova et al., 2014; Ticha
etal.,2018).

V piipadé biotického stresu vznikly na zdkladé¢ vysledkii nékolika publikaci
rozporuplné hypotézy. Studie Feechan ef al. (2005) popisuje ulohu AtGSNORI jako
regulatoru hladiny RSNO - pokles aktivity A#GSNORI a nariist hladiny RSNO vedou
ke snizeni nehostitelské rezistence u Arabidopsis infikovanych bakterii Pseudomonas
syringae. Podobné zmény aktivity GSNOR a obsahu RSNO byly zaznamenany
u slunecnice s rezistenci vii¢i houbovému patogenu Plasmopara halstedii (Chaki et al.,
2009). Naopak Rustérucci et al. (2007) popisuji zvySeni rezistence vici biotrofnimu
patogenu Peronospora parasitica u transgennich rostlin Arabidopsis se snizenou
expresi AtGSNORI. Byly zaznamenany zvySené hladiny RSNO, doslo ke konstitutivni
aktivaci obranného genu PR-/ a zvySeni systémové ziskané rezistence (SAR). Naopak
urostlin s nadexpresi AtGSNORI byla detekovana snizend SAR. Tyto vysledky
naznacuji, Ze po rozpoznani patogenu dochazi k prechodnému snizeni aktivity GSNOR
se soucasnym narustem hladiny RSNO i1 GSNO. Vysledky studia zapojeni
GSNOR v obrannych mechanismech u kulturnich i divokych genotypii lociky salatové
(Lactuca spp.) podporuji hypotézu, ze GSNOR hraje regulacni tlohu pro zmirnéni
nitrosacniho stresu projevujiciho se zvySenymi hladinami GSNO resp. RSNO, k nimz

dochdazi v rané fazi rozpoznani biotrofnich patogent (Ticha ef al., 2018).

2.3.3.2 Thioredoxinreduktasa

V mistech, kde neni odbouravani GSNO pod kontrolou GSNOR, enzymu podilejiciho
se nepiimo na regulaci metabolismu proteinovych RSNO, se u rostlin uplatituje
thioredoxinovy systém tvofeny thioredoxinreduktasou (TrxR, EC 1.8.1.9),

thioredoxinem (Trx) a NADPH (Sengupta a Holmgren, 2012).
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Trx jsou malé proteiny (~12 kDa), které zprosttedkovavaji oxido-redukéni reakce:
oxidaci thiolovych skupin za vzniku disulfidovych vazeb. Trx patii do komplexni
rodiny regulacnich proteinti sestavajicich z nejméné Sesti odliSnych typl v rostlinach,
ato:f, m, x, y, h a 0. V genomu Arabidopsis se nachazi celkem 19 gent kodujicich Trx,
a to v cytosolu, chloroplastu ¢i mitochondriich (Meyer et al., 2002). Trx-h predstavuji
nejvetsi strukturné a biochemicky rozmanitou rodinu Trx (Gelhaye et al., 2004).
V cytosolu Arabidopsis bylo nalezeno 8 geni kddujicich Trx-4 a 2 geny kodujici enzym
NADPH-dependentni TrxR (Laloi et al., 2001). Trx-A hraji vyznamnou roli béhem
kliceni a ¢asného vyvoje rostlin (Kobrehel et al., 1992; Besse et al., 1996; Wong et al.,
2002; Marx et al., 2003) a v mezibunécné komunikaci (Meng et al., 2010). U Trx-h9
mutantnich linii Arabidopsis byl identifikovan fenotyp trpasliCich rostlin s kratkymi
koteny a listy s vyraznou chlorézou (Obr. 9) (Meng et al., 2010). U rostlin Arabidopsis
infikovanych Pseudomonas syringae pv. Tomato doslo k vyznamnému zvySeni exprese
TRX-h5 (Laloi et al., 2004), zatimco exprese genu TRX-A3 byla konstitutivni (Reichheld
et al.,2002).
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Obr. 9 Fenotyp mutantu Arabidopsis Trx-h9 u linie Salk 08660. (A) 7denni semenacky rostouci
na MS médiu. (B) 35denni rostliny. Use&ka: 1 cm. Pfevzato z Meng et al. (2010).
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Pro funkci Trxs je dilezité aktivni misto obsahujici tzv. dithiolovy motiv (CXXC)
(Obr. 10). Pokud je Trx v redukované formé (Trx-SH,), dochdzi k naruseni
disulfidického mitstku a vznikéd oxidovana forma (Trx-S;). Nasledn¢ dochézi k redukci
Trx-S; na Trx-SH; diky aktivit¢ NADPH-dependentni TrxR (Obr. 10) (Benhar et al.,
2008). V =zavislosti na oxida¢nim stavu se tedy Trxs ucastni jak denitrosylace,

tak 1 transnitrosylace cilovych proteinti (Wu ef al., 2011; Sengupta a Holmgren, 2012).
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Obr. 10 Schéma denitrosylace zprostfedkované thioredoxinovym systémem. 1. Tvorba
intermolekularniho disulfidového meziproduktu, kde je Trx kovalentné vazan na substratovy
protein pies disulfidovy miustek. 2. Transnitrosa¢ni mechanismus, kde je Trx prechodné
S-nitrosylovany. Redukovany Trx se regeneruje plsobenim thioredoxinreduktasy (TrxR)
za pouziti NADPH jako donoru elektronid. Upraveno podle Liu et al. (2001).
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U zivocicht se predpokladd, ze u vétSiny malych S-nitrosylovanych proteind (20-30
kDa) dochéazi k denitrosylaci thioredoxinovym systémem (Sengupta et al., 2007).
Specificnost syst¢ému Trx1/TrxR byla popsana pro denitrosylaci kaspasy-3
(EC 3.4.22.56), kaspasy-9 (EC 3.4.22.62), proteinové tyrosinfosfatasy (EC 3.1.3.48)
¢i glyceraldehydfosfat-3-dehydrogenasy (EC 1.2.1.12.). Zajimavé je, Ze inhibici
Trx1/TrxR  systému dosSlo ke =zvySeni S-nitrosylace u kaspasy-3 v lidskych
B-lymfocytech a stimula¢nich makrofagovych bunikach (Behnar ef al., 2008).

Poznatky o denitrosylaci zprostfedkované Trx/TrxR jsou u rostlin omezené, avSak
bylo prok4zdno zapojeni tohoto systému na regulaci redoxni homeostdzy v obranné
reakci Arabidopsis po infekci P. syringae (Tada et al., 2008). Kneeshaw et al. (2014)
ve své studii potvrdili zapojeni rostlinné TrxR 4-5 v denitrosylaci proteini béhem
imunitni odpovédi. TrxR A-5 katabolizuje proteinové RSNO, které navic miize
selektivné rozliSit (Kneeshaw et al., 2014). Ve studii Zaffagnini et al. (2013) uvadi,
ze GSH mize specificky zprostfedkovat denitrosylaci GAPDH u Arabidopsis, pticemz
TRXhS5 nevykazuje schopnost denitrosylace tohoto proteinu. Procesy denitrosylace
v rostlinach jsou tedy velice specifické a selektivni reakce (Begara-Morales a Loake,

2016).

2.3.4 Role S-nitrosylace v regulaci obrannych reakci rostlin
Proteomickymi metodami byla odhalena tada signalnich, stresovych a regulac¢nich
proteinti, antioxidacnich enzymi a proteinti cytoskeletu jako moznych cilti S-nitrosylace
in vivo u Arabidopsis (Lindermayr et al., 2005). Pozdé&ji se detailnéji charakterizovaly
nekteré specifické proteiny, a to zejména metabolické enzymy zapojené v obrannych
mechanismech (Lindermayr et al., 2005; Lindermayr et al., 2006; Belenghi et al., 2007;
Romero-Puertas et al., 2007; Yun et al., 2011; Serrato et al., 2018;).

NADPH-oxidasa D (EC 1.6.3.1, téZ oznaCovana jako Respiratory Burst Homolog D,
RBOHD) ptedstavuje dulezity enzymovy zdroj produkce ROS lokalizovany
v plasmatické membrané rostlinnych bunék. Je zndmo, Ze NADPH-oxidasa je
S-nitrosylovana béhem hypersenzitivni reakce (HR) na Cys 890, coz snizuje jeho
aktivitu a tim 1 produkci ROS (Yun et al., 2011). V pozd¢jsich stadiich HR tato redoxni
modifikace pusobi jako negativni zpétna vazba, kterd omezuje rozsah bunécné smrti

v disledku snizené produkce ROS (Yun et al., 2011).
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Dalsim enzymem podléhajicim S-nitrosylaci je GAPDH (EC 1.2.1.12), dilezity
enzym  glykolyzy, podilejici se na  pfeméné¢  glyceraldehyd-3-fosfatu
na 1,3-bisfosfoglycerat. Jeho isoformy se vyskytuji v jadfe, plastidech a cytosolu
(Anderson et al., 2004). V jadie rostlinnych bun€k plni ulohu pfenosu molekuly NO
na cilové proteiny (Wawer et al., 2010). Aktivita cytosolarni GAPDH je sniZena
prostifednictvim S-nitrosylace Cys155 a Cys159 vaktivnim misté (Lindermayr
et al., 2005; Holtgrefe et al., 2008).

Studium S-nitrosylace béhem patogeneze P. syringae pv. tomato u Arabidopsis
potvrdilo vztah mezi S-nitrosylaci enzymu Rubisco (EC 4.1.1.39) a regulaci jeho
aktivity v obranné reakci (Maldonado-Alconada et al., 2011). Je znamo, Ze proteiny
fotosystému II a dalSich chloroplastovych proteinti jsou modulovany béhem obrannych
reakci (Jones a Dangl, 2006; Serrano et al., 2016). Nedavna studie ukazaly, Ze hrachova
fruktosa-1,6-bisfosfatasa (cFBP1, EC 3.1.3.11) je endogenné S-nitrosylovand a pomoci
in vivo experimentl bylo zjiSténo, Ze S-nitrosylace cFBP1 se vyskytuje pouze béhem
svételné  faze fotosyntézy. Bylo prokazano, ze cFBP1 je inaktivovan
S-nitrosylaci Cys153 spontanné vedouci k tvorbé regulacniho disulfidového mustku
(Serrato et al., 2018).

Aktivita peroxiredoxinu II E (PrxII E, EC 1.11.1.15), antioxida¢niho enzymu
vyskytujiciho se ve stromatu chloroplastti, je inhibovdna S-nitrosylaci Cys52 a Cys172.
Tato inhibice vede v rostliné k poklesu odbouravani ONOO', ktery vznika pievazné
béhem obrannych odpovédi rostliny rychlou reakeci molekuly NO a O; * (Sakamoto
et al., 2003; Romero-Purtas et al., 2007; Gaupels et al., 2011).

S-nitrosylace je rovnéz regulatorem biosyntézy i signalnich drah kyseliny salicylové
(SA) (Feechan et al., 2005), kde klicovou roli hraje S-nitrosylace/denitrosylace proteinu
NPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related Protein 1). Neaktivni oligomerni forma
NPRI1 se nachézi v cytosolu. Po infekci patogenem dochazi k redoxni zméné€ pisobenim
SA, coz zpusobi rozpad disulfidickych mustki ve struktufe oligomeru a vznika
monomer, ktery je translokovan do jadra (Obr. 11). V jadie se navaze na specificky
transkripéni faktor TGA1 a je spusténa exprese obrannych PR gena (Pathogenesis-
Related) (Obr. 11). V inaktivni struktufe TGA1 jsou pfitomny CEtyii cysteinova residua,
tvofici disulfidické mustky. V pifitomnosti NPR1 dochédzi ke zvySeni vazebné
schopnosti TGA1 pterusenim disulfidické vazby mezi Cys172 a Cys287, ptic¢emz tato
residua dale podléhaji S-nitrosylaci (SNO) nebo glutathionylaci (S-GS) (Obr. 11).
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Obr. 11 Regulace rostlinné imunitni odpovédi S-nitrosylaci/denitrosylace po mnapadeni
patogenem. Za normalnich podminek v cytosolu vytvaii NPR1 strukturu inaktivniho oligomeru
s intermolekularnimi disulfidovymi vazbami. Pfi napadeni patogenem vSak NPR1 méni svou
strukturu na aktivni formu monomeru redukci intermolekularnich mustkd prostfednictvim
thioredoxinu typu 45 (AtTrx-A5). Poté je NPR1 translokovan do jadra a interaguje s TGA1
transkripénim faktorem, ktery muze indukovat expresi obranného PR genu. TGAIl je
v normalnim stavu neaktivni a nachdzi se v oxidované formé s intramolekularnimi
disulfidovymi vazbami v jadfe. Pfi stresovém stavu dochazi k redukci TGA1, interakci s NPR1
amuze zvysit svou vazebnou aktivitu s DNA pomoci S-nitrosylace (SNO). Upraveno podle
Moore et al. (2011).
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2.3.5 Metody stanoveni S-nitrosothioli

U RSNO se nejprve urCuje jejich celkovy obsah, coz je soucet koncentraci
nizkomolekuldrnich a proteinovych S-nitrosothiol. Pomoci fady experimentalnich
metod jsou analyzovany RNS (NO/NOy), které¢ jsou produktem rozkladu RSNO, at’ uz
v pfitomnosti iontd piechodnych kovli nebo pii fotolyze (Diers et al., 2014).
Mezi metody detekujici RNS patii fluorescenéni metody, kde se vyuzivaji Cinidla
4,5-diaminofluorescein nebo 2,3-diaminonaftalen k detekci RNS v nanomolarnim
mnozstvi (Kostka a Park, 1999). Déle se vyuzivd chemiluminiscen¢ni metoda, ktera je
velice citliva, protoze plynny NO je pii reakci z Casti v excitovaném stavu sloucen
s ozonem za vzniku NO,. Mnozstvi NO je pfimo umérné fotonim, které¢ se uvoliuji
pii prechodu excitovanych molekul do zékladniho stavu (Gow et al., 2007). Moderni
pristroje obsahuji fotonasobicCe, které jsou schopny zachytit az jednotlivé fotony
(Marquette a Blum, 2008) a samotnd chemiluminiscence umoziuje mefit
az nanomolarni koncentrace S-nitrosothiolll za pouziti optimalizovanych reduk¢nich
¢inidel (Griveau a Bedioui, 2013). Dalsi metody detekce NO ptedstavuji kolorimetricka
Savillova metoda, elektrochemické metody ¢i elektronova paramagneticka (spinova)
rezonance (D’Alessandro et al., 2013; Diers et al., 2014).

Mezi skupinou metod slouzicich k analyze S-nitrosylovanych proteint se zakladnim
standardem stala metoda tzv. biotinového piepinace (biotin-switch technique, BST)
(Obr. 12), kterd spociva v oznaceni nitrosovanych cysteinovych zbytkd molekulou
biotinu (Jaffrey et al., 2001). BST v prvnim kroku zacind navdzanim thiomethylové
skupiny c¢inidla S-methylmethanthiosulfatu (MMTS) na nemodifikované cysteinové
thioly v molekule, které se timto tzv. zablokuji. PfiCemz nadbytek cinidla je poté
odstranén acetonem. Reakce pokracuje redukci —SNO skupiny na thiolovou skupinu
(-SH) pomoci askorbatu (Huang et al., 2006; Landino, 2008) nebo kyseliny sinapové
(3,5-dimethoxy-4-hydroxyskotficova kyselina), ktera by spravné neméla poskozovat
disulfidové vazby v proteinech, coz bylo popsano u askorbatu (Kallakunta et al., 2010).
Na zavér jsou —SH skupiny oznaceny specifickym modifikaénim cinidlem
biotinem-HPDP (N-[6-(biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)propionamid). Pomoci
metody Western blot, kde se pouziva anti-biotin protilatka, se detekuji proteiny znacené
biotinem nebo se pro jejich detekci vyuzije purifikace prostfednictvim afinitni

chromatografie savidin-agarosovou matrici, kdy se purifikované S-nitrosylované
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proteiny mohou identifikovat hmotnostni spektrometrii (Jaffrey et al, 2001)
nebo imunochemicky detekovat s vyuzitim specifické protilatky proti danému proteinu.

U dalSich metod lze pouzit také jiné znaCeni nez biotinem (Obr. 12). Konkrétné
se jednd o metodu ,His-tag switch®, kde reaguji redukované cysteinové thioly
s alkylovanym  peptidem, na kter¢é je navdzana hexahistidinovd kotva
(I-CH,-CO-Gly-Arg-Ala-Hisg). Identifikace oznacenych proteinii poté probiha
nejcastéji prosttednictvim specifické protilatky safinitou k histidinové kotvé nebo
purifikaci zprostfedkovanou chelatacni chromatografii. Diky moznosti histidinové
kotvy se snadno urcuji proteiny snavazanym cysteinem pomoci hmotnostni
spektrometrie (Camerini et al., 2007).

Metoda SNOSID (S-Nitrosothiols-Site Identification) funguje na podobném principu
jako BST (Obr. 12). Zde dochazi pted afinitni purifikaci ke Sté€peni biotinylovych
proteintl, coz dava peptidim moznost efektivnéji se navazat na neutravidinovou matrici
(Hao et al., 2006). Metoda SNO-RAC (S-Nitrosothiols Resin-Assisted-Capture) je
typickd zachytavanim S-nitrosylovanych proteini na matrici s imobilizovanymi
rtutnatymi ionty navazanymi na agarosové kulicky nebo pfimo na biotin, ¢imz se muze
vynechat redukce askorbitem. Je nutné podotknout, ze oproti klasické BST je
SNO-RAC metoda vyznamné U¢inngjsi pro purifikaci vysokomolekuldrnich proteini
(Forrester et al., 2009). V zavéru stoji za zminéni vysoce citlivd metoda 2D-SNO-DIGE
(2D-Difference Gel Electrophoresis), kterd umoziluje porovnavat dva riizné vzorky
vjednom gelu prostfednictvim fluorescenénich zobrazovacich technik (Chouchani

etal.,2010).
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Obr. 12 Metoda biotin switch (BST) a modifikované metody pro detekci a identifikaci proteinovych S-nitrosothiolt. V prvni kroku se nemodifikované
cysteinové zbytky zablokovaly ¢inidlem S-methylmethanthiosulfatem (MMTS). V druhém kroku se S-nitrosylovana cysteinova residua ,,0znacila“ ¢inidlem
biotin-HPDP (zde vazbou na slouceniny fenylrtuti) a nasledné detekovala metodou Western blot za pomoci anti-biotin protilatky. Na zavér probéhla analyza
hmotnostni spektrometrii, bud’ pies pfimou eluci nebo pres trypsinizaci v kolon¢ ¢i pies purifikaci na neutravidinové matrici. Pfevzato z Jaffrey et al. (2001).



3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie
AppliChem (Némecko): AEBSF — inhibitor proteas; dodecylsiran sodny; hovézi

sérovy albumin frakce V.

Acros organics (Belgie): redukovany glutathion, Triton X-100.

Bio-Rad (USA): bromfenolova modi; Coomassie Brilliant Blue R250; marker
molekulové hmotnosti Precision Plus DualXtraStandards.

Biotech (Nizozemsko): MS médium.

Lachema (Ceska republika): dithiotreitol; hydroxid sodny; kyselina chlorovodikova;
chlorid hotecnaty.

Lach-Ner (Ceska republika): ethanol; kyselina chlorovodikova; methanol.
Sigma-Aldrich (Némecko): aceton; agar; akrylamid; askorbat; bisakrylamid; PTIO;
dimethysulfoxid; dusitan sodny; ethylendiamintetraoctova kyslina; glycerol; glycin; L-
cystein; MES hydrat; nikotinamindinukleotid redukovany; nikotinamindinukleotidfosfat
redukovany; N, N'- tetramethylendiamin; Octova kyselina; Ponceau S; primarni
monoklondlni mysi anti-biotin protilatka konjugovand salkalickou fosfatasou;
sacharosa; seleno-L-cystin; S-methylmethanthiosulfonat; sulfanilamid.

Thermo Scientific (USA): N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3’-(2’-pyridyldithio)-
propionamid (biotin-HPDP).

Unilever (EU): Savo.

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko); blotovaci papir ALBET (SciencelLab,
USA); blotovaci systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); centrifuga
5415R (Eppendorf, Némecko); desticka Take3 Multi-Volume plate (BioTek, USA);
digitdlni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni predvazky (KERN,
Némecko); dokumentacéni zatizeni Gel-Doc (Bio-Rad, USA); eksikator (Kavalierglass,
Ceska republika); elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad,
USA); elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko); inkubator EN120 (Niive,
Turecko); kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA); laminarni box (Schoeller
Instruments, CR); mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mikrodestickovy
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reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA); nitrocelulosovd membrana 0,45 pm
(Bio-Rad, USA); tfepacka 3D (BioSan, Litva); ultracentrifuga CS150NX (Hitachi Koki,
Japonsko); vortex (Stuart, UK); zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad,
USA).

3.1.3 Rostlinny material
Pro studium regulace metabolismu RNS a ROS S-nitrosylaci byly pouzity dva kultivary
hrachu setého: Pisum sativum cv. Kudrma¢ a Pisum sativum cv. Twinset s odliSnou
odolnosti na nékteré hospodaisky vyznamné patogeny, které zpisobuji rozsahlé skody
ve vynosech. Kultivar Twinset je rezistentni vici padli hrachovému, fusariovému
vadnuti a viru mozaiky hrachu (katalog vyrobkii Neoseeds, 2018).

Semena byla sterilizovdna 2 min v 70% ethanolu, pot¢ 30 min na tiepacce
v 100% roztoku Sava (Savo Original, Unilever) a 3x promyta sterilni vodou. Nasledné
se semena nechala pro nabobtnani po dobu 24h v 50ml plastové zkumavce naplnéné
sterilni vodou. Poté se do sterilnich ctvercovych Petriho misek vlozilo 6 vrstev
sterilniho filtracniho papiru, ktery se zalil zhruba 20 ml sterilni vody. Do kazdé misky
se rozmistilo 20 nabobtnanych semen tak, aby mély dostatek prostoru ke kliceni
a uchovaly se ve tm¢ zhruba 48h pii 25 °C. Po 48 h se do ¢tvercovych Petriho misek
nalilo 60 ml MS média s ptfidanymi testovanymi latkami o urcité koncentraci (Tab. 1).
Po ztuhnuti MS média v Sikmé poloze bylo vyseto pomoci pinzety (ve vysce 5 cm
pod okraj) v jedné fad¢ 10 naklicenych semen hrachu setého. Kontrolni MS médium
neobsahovalo pfidané latky. Petritho misky s vysetymi semeny byly umistény v Sikmé
poloze na 7 dni do fytotronu pti 25 °C. Po 7 dnech kultivace byly rostliny zpracovany
pro nasledné experimenty (Obr. 13). Byla oddé€lena kofenova ¢ast od nadzemni casti,

vse se zvlast’ zvazilo a zamrazilo pii -80°C.

Tab. 1. Testované latky ptidané do MS média.

Typ slou¢eniny  Funkce MnoZzstvi Koncentrace Finalni
slou¢eniny pridaného zasobniho koncentrace
roztoku do MS  roztoku v MS médiu
média
GSNO Donor NO 120 pl 50 mmol-1" 0,1 mmol-1"
PTIO Lapa¢ NO 24 ul 250 mmol 1" 0,1 mmol-1"'
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(@) (b)

Obr. 13 Studované kultivary hrachu setého (Pisum sativum) rostouci na MS médiu
bez testovanych modulatort: (a) cv. Kudrnag, (b) cv. Twinset.

3.1.4 Priprava pevného MS média k vysevu semen

Ptipravené MS médium obsahovalo makroprvky, mikroprvky a organické latky

podle prace Murashige a Skoog (1962) a vitaminy podle prace Gamborg et al. (1968).
Podle Tab. 2 byly navadZzeny pfislusné latky, ke kterym bylo pfiddno 800 ml

destilované vody. Na pH metru bylo upraveno pH na hodnotu 6,1 a nésledn¢ se objem

média doplnil na 1000 ml. Poté se médium rozlilo do 250 ml sklenénych nadob a bylo

sterilizovano v autoklavu.

Tab. 2 Latky potiebné k pipraveé 1 1 MS média.

Latka Mnozstvi (g/1)
MS médium s vitaminy 2,2

Agar 8

Sacharosa 5

MES hydrat* 0,0975

*MES hydrat = hydrat 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

33



3.1.5 Priprava rostlinného materialu

Zamrazené kofeny a nadzemni Casti obou kultivari hrachu byly v tfeci misce
homogenizovany tekutym dusikem a za stalého chlazeni byly smichdny s extrakénim
pufrem v poméru 1 g rostlinného materidlu:2 ml extrakéniho pufru (1:2).
Po 10 minutach stani na ledu byl homogenat centrifugovan 20 minut pfi 16 000 g
a 4 °C. Supernatant byl poté ptecistén gelovou filtraci na kolonkach NAP-5, kterd byla
nejprve ekvilibrovany 3 x 2,5 ml 20 mmol-I" Tris-HCI, pH 8.,0. Poté se na kolonku
nanesl 1 ml supernatantu a po vsaknuti vzorku 2 ml 20 mmol-1" Tris-HCI, pH 8,0.

Nasledné byl 1 ml eluatu zachycen do mikrozkumavky ulozené na ledu.

Extrakéni pufr: 50 mmol-1" Tris-HCI pH 7,5; 0,2% Triton X-100; 1 mmol-1" AEBSF.

3.1.6 Spektrofotometrické stanoveni aktivity

S-nitrosoglutathionreduktasy

Aktivita GSNOR byla urcena spektrofotometricky podle metodiky uvedené v praci
Kubienova et al. (2016), a to sledovanim oxidace NADH pii 340 nm béhem redukce
GSNO. Do jamek mikrotitraéni desti€Cky se postupné napipetovalo 225 ul Tris-HCI
pufru (20 mmol-I" Tris-HCI, pH 8,0), 15 pl vzorku a 30 pl 2 mmol-1" NADH,
a to v trojim opakovani. Do blanku se poté ptidalo 30 pul deionizované vody a do vzorku
30 ul GSNO, ¢imz se reakce nastartovala. Okamzité¢ po pfiddni GSNO byla zmétena
absorbance pii vinové délce 340 nm po dobu 10 minut. Na zavér se pro stejny vzorek
zmeéfila absorbance pii vinovych délkach 900 a 970 nm pro vypocet délky optické
drahy.

Pfiprava pevného S-nitrosoglutathionu (GSNQO)

Nejdiive bylo navazeno 614 mg glutathionu, ktery se rozpustil ve 3 ml 1 mmol-1" HCI
vychlazené na ledu. Poté se za stdlého michani piidalo 138 mg NaNO, a smeés
se ponechala 40 minut na ledové lazni, kdy vznikla Cervend srazenina. Nasledné se
srazenina odsala na Biichnerové nalevce a byla promyta 2 x 10 ml vychlazené
deionizované vody, 2 x 10 ml vychlazeného acetonu a 2 x 10 ml vychlazeného
diethyletheru. Na zavér se sraZenina odstranila z filtracniho papiru a byla usuSena

v exsikatoru ve tm¢ a poté uchovana v -28 °C.
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3.1.7 Spektrofotometrické stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy

Aktivita TrxR byla urcena spektrofotometricky podle metodiky uvedené v praci Cunniff
et al. (2014), a to sledovanim oxidace NADPH pii 340 nm béhem redukce
selenocystinu. Do jamek mikrotitracni destiCky se naneslo 120 upl Tris-HCI1 pufru
(20 mmol-I"" Tris-HCI, pH 8,0), 50 pl vzorku a 40 pul 2 mmol-I" NADPH. Do blanku
bylo pfidano 30 pl deionizované vody a reakce se nastartovala piidavkem 80 pl
2 mmol-I"" selenocystinu (v 100% ethanolu) do vzorku. Ihned poté se zméfila
absorbance pii vlnové délce 340 nm po dobu 10 minut. Na zavér se pro stejny vzorek

zmeéfila absorbance pii vinové délce 900 a 970 nm pro vypocet délky optické drahy.
3.1.8 Spektrofotometrické stanoveni aktivity NADPH-oxidasy
Protokol pro stanoveni aktivity NADPH-oxidasy byl pouzit podle prace Kaundal

etal. (2012).

Izolace membranové frakce

K 1 g rostlinného materidlu byly pfidany 4 ml extrak¢niho pufru (extrakce 1:4).
Nasledovala centrifugace 20 min pii 16 000 g a 4 °C. Poté byly 2 ml supernatantu
pfeneseny do ultracentrifugacnich kyvet, které byly vyvazeny a nasledovala
centrifugace po dobu 60 min pii 203000 g a 4 °C. V zéavéru piipravy vzorku
byl ze zkumavek odstranén supernatant a sediment obsahujici membranovou frakci se

rozsuspendoval v 100 pl ledového 10 mmol-1" Tris-HCI (pH 7,5).

Ptiprava extrakéniho pufru

Podle Tab. 3 byl piipraven extrakéni pufr obsahujici finalni koncentrace 0,25 mol-l™
sacharosy, 0,05 mol-l" HEPES (pH 7,2), 3 mmol- I’ EDTA, 1 pmol-1' DTT
a 0,4 mmol-I" MgCl,. Poté se do 100 ml extrakéniho pufru navazilo 0,0632 g
L-cysteinu (findlni koncentrace 3,6 mmol-1"), 0,6 g PVP (finalni koncentrace 0,6 %)

a 17,5 mg AEBSF (finalni koncentrace 1 mmol-17).
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Tab. 3 Ptiprava extrakéniho pufru.

Slozka Koncentrace Objem (ml)
Sacharosa 1 mol‘l” 25

HEPES 1mol-1" 5

EDTA 0,25 mol-1" 1,2

DTT 1 mol-I" 0,1

MgCl, 0,4 mol-1" 0,1

Stanoveni aktivity NADPH-oxidasy

Aktivita NADPH-oxidasy byla stanovena na 96 jamkové mikrodesticce méfenim
absorbance pti 492 nm podle prace Jiang a Zhang (2002).

Do jamek mikrodesticky bylo napipetovano 10 pl vzorku membranové frakce
a240 pl roztoku A (Tab. 4). Protoze je membranova frakce schopna spontanné
redukovat XTT i bez tcasti NADPH a tato redukce by nebyla vysledkem NADPH-
oxidasové aktivity, byly vzorky méfeny spolu se dvéma slepymi vzorky,
aby se zabranilo negativnimu vlivu zminéné redukce. Prvni slepy vzorek obsahoval
10 ul deionizované vody spolu s 240 pl roztoku A (Tab. 4). Druhy slepy vzorek
obsahoval 10 pul vzorku membranové frakce spolu s 240 pl roztoku B (Tab. 4).
Nasledn¢ se zméfil nartst absorbance pii 492 nm po dobu 30 min. Jako finalni slepy
vzorek byl pouzit rozdil zmén absorbanci prvniho a druhého slepého vzorku v Case

0-30 min od doby zah4jeni méteni.

Tab. 4 Piiprava roztokii A a B
Roztok Deionizovana 1 mmol-I'Tris-HCI 1 mmol-1" XTT 1 mmoll

voda (ml) (ml) (ml) 'NADPH (ml)
A 3,875 0,625 6,250 1,250
5,125 0,625 6,250 -
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3.1.9 Spektrofotometrické stanoveni proteinovych S-nitrosothioli
Nejdiive se do mikrotitracni desticky naneslo 195 ul ¢inidla Griess B a 5 pl extraktu.
Po 5 min inkubace bylo pfiddno 100 pl ¢inidla NED a po dalSich 5 min inkubace byla
zmeétena absorbance pii 540 nm. Jako blank bylo pouzito 195 pl ¢inidla Griess A,
5 ul deionizované vody a 100 pl €inidla NED.

V zavéru byla koncentrace S-nitrosothioli odectena z optimalizované linearni
regrese, pil které se zmeéfila kalibracni fada standardi GSNO. Byly pouzity roztoky

1; 1,25;2,5; 5; 10; 50; 100; 200 a 250 um01~l'1 GSNO v 0,5 mol-I"" HCL.

Pouzité roztoky

Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1" HCL.

Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1"" HCl a 1% HgCl,.
NED: 0,1% N-(1-naftylethylen)diamin v deionizované vode¢.

3.1.10 Spektrofotometrické  stanoveni  celkovych  proteini

Bradfordovou metodou

Do jamek miktrotitraéni desticky bylo napipetovano 45 pl deionizované vody,
5 ul vzorku a 200 pl Bradfordova ¢inidla (0,5 mg.ml"' Coomasie Brilliant Blue G-250;
0,25 mol-1"! methanol; 0,5 mol-1"! kyselina fosforecna).

Nasledné¢ byla po 5 min inkubace zmétena absorbance pfi vinové délce 595 nm. Jako
slepy vzorek se pouzilo 5 pl deionizované vody namisto vzorku. V zavéru se vypocitala
koncentrace proteinti podle rovnice linearni regrese optimalizované sestavenim
kalibra¢ni fady hovéziho sérového albuminu (BSA). Koncentrace jednotlivych vzorka

BSA ¢inila 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 mg-ml'l.

3.1.11 Detekce S-nitrosylovanych proteinii metodou biotin-switch
Principem metody detekce S-nitrosylovanych proteini biotin-switch je reverzibilni
znafeni S-nitrosylovanych proteinti znackou nesouci navazanou molekulu biotinu
(Jaffrey a Snyder, 2001).

V prvnim kroku byl 1 g rostlinného materidlu smichan s 2 ml extrakéniho pufru
HENT (extrakce 1:2). Vzorky se promichaly a byly inkubovany 20 min na ledu.
Nasledné byla provedena centrifugace extraktu 30 min pii 16 000g a 4 °C. Poté se

supernatant prenesl do novych mikrozkumavek a bylo provedeno spektrofotometrické
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stanoveni koncentrace proteinii Bradfordovou metodou. Objem vzorku, ktery obsahoval
0,5 mg proteind, se opét pienesl do nové mikrozkumavky a k nému byly pfidany
jednotlivé objemy cinidel pro metodu biotin-switch podle nasledujiciho postupu.

Nejdiive bylo pouzito methylacni Cinidlo S-methylmethanthiosulfonat (MMTS)
o vysledné koncentraci 0,02 mmol-1", aby doslo k zablokovani volnych —SH skupin.
Poté byl pfidan 2% dodecylsiran sodny (SDS) a vzorky byly inkubovany ve tmé
po dobu 30 min pfi teploté 50 °C. Jako pozitivni kontrola detekce vSech cysteinovych
residui v proteinech slouzil vzorek bez ptfidavku MMTS a jako absolutni negativni
kontrola slouzil vzorek s pridavkem 0,1 mM DTT po biotinylaci.

Po inkubaci byl nadbytek MMTS odstranén precipitaci proteind v 80% ledove
vychlazeném acetonu po dobu 30 min v -20 °C. Nasledovala centrifugace po dobu
30 min pfi 16000 g a 4 °C. Poté se sediment promyl 1 ml 80% acetonu a byl
centrifugovdn po dobu 15 min za stejnych podminek. Po centrifugaci se sediment
rozpustil v 500 pl HENS pufru, byl pfidan askorbat o finalni koncentraci 1 mmol-I™
a biotin-HPDP o finalni koncentraci 1 mmol-1". Nésledn& se vzorky inkubovaly 1 h
pfi laboratorni teploté ve tmé. Poté byl k nim pfidan 1 ml 80% acetonu a vzorky byly
ponechany precipitovat ptes noc pii -28 °C.

Druhy den byly vzorky dvakrat centrifugovany, a to nejprve po dobu 30 min a poté
15 min pfi 16 000 g a4 °C. Mezi centrifugacemi byly vzorky promyty 1 ml 80%
acetonu. Na zavér byl sediment rozpustén v HEN pufru tak, aby vysledna koncentrace
proteini byla 2,5 mgl-ml”. Vzorky byly poté analyzoviny metodami SDS-PAGE
a Western blot.

Pouzité roztoky

HENT puft: 25 mmol-1"! HEPES, pH 7,7; 1 mmol-1"! EDTA; 0,1 mmol-1! neocuproin;
1% Triton X-100; 1 mmol-1" AEBSF.

HENS puftr: 25 mmol-1”! HEPES, pH 7,7; 1 mmol-1”! EDTA; 0,1 mmol-1”! neocuproin;
1% SDS.

HEN puft: 25 mmol-1" HEPES, pH 7,7; 1 mmol-1" EDTA; 0,1 mmol-1! neocuproin.
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3.1.12 Metoda SDS-PAGE a Western blot

Metoda Western blot, vyuzivana na imunodetekci specifického proteinu, se sklada ze tii
krokti: separace proteinit pomoci SDS-PAGE, transfer proteinti z polyakrylamidového
gelu na membranu (nitrocelulosovou nebo PVDF) a imunochemicka detekce cilového

proteinu pomoci specifické protilatky.

Piiprava vzorka pro SDS-PAGE

Jednotlivé vzorky s proteiny se smichaly v poméru 3:1 s 4x koncentrovanym
Laemmliho vzorkovacim pufrem. Reakce probéhla za neredukujicich podminek
bez obsahu dithiotreitolu (DTT) nebo B-merkaptoethanolu. Zaroven nebyla provedena
inkubace vzorki v termobloku z diivodu lability vazby proteinti s biotinem-HPDP.
Takto ptipravené vzorky byly napipetovany do jamek v gelech (30 pl do kazdé
jamky). Jako standard molekulové hmotnosti se pouzil Precision Plus Protein Dual Xtra

Standards, ktery byl aplikovan v objemu 3 pl do kazdé jamky.

Pouzité roztoky

4x koncentrovany Laemmliho vzorkovaci pufr: 0,5 mol-1" Tris-HCI pH 6,8; 16% SDS;
80% glycerol; 0,8% bromfenolova modr.

Elektrodovy pufr: 0,025 mol 1" Tris-HCI; 0,192 mol-I™ glycin; 0,1% SDS, pH 8,3.

Elektroforetickd separace proteinii byla provedena podle priace Laemmli (1970).
Za pomoci metody SDS-PAGE (v 12% d¢licim polyakrylamidovém gelu, pH 8,8
av 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8 — viz. Tab. 5) se rozdélily
proteiny pii konstantnim napéti 120 V v zaostfovacim gelu a nasledné¢ pfi 200 V

v délicim gelu.
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Tab. 5 Priprava zaostfovaciho a déliciho polyakrylamidového gelu pro skla s mezerniky
1,5 mm. Rozpis je uveden pro 2 gely.

Gel (%) Deionizovana Akrylamid/Bis Pufr* 10% TEMED 10%

voda (ml) (T 30%. (ml) (w/v) (ml) (w/v)
C 2,67%) (ml) SDS APS**
(ml) (ml)

4% 3,05 0,65 1,25 0,05 0,01 0,1

(zaostfovaci)

12% 34 4 2,5 0,1 0,01 0,1

(délici)

* Pro zaostiovaci gel byl pouzit 1,5 mol-I" Tris-HCI, pH 8,8. Pro délici gel byl pouzit 0,5 mmol-1"
Tris-HCI, pH 6,8.
** Ptidavkem 10% APS byla zahajena polymerace.

Nasledn¢ byla provedena metoda pienosu proteini z gelu na membranu, tzv. tank
blotting. Na spodni cast blotovaci kazety (anoda) se polozila navlhéend porézni
houbicka, 2x blotovaci papir, nitrocelulosovd membréana, gel, 2x blotovaci papir,
porézni houbicka a horni ¢ast kazety (katoda). Pienos probihal pti konstantnim proudu
150 mA. Uspé&snost pienosu se prokazala barvenim pomoci Ponceau S, coZ je ve vodé
smyvatelné Cervené diazobarvivo, které se vyuziva pro reverzibilni barveni proteint
na membrang.

Po ptenosu proteinti byla membréana inkubovana 1 h v blokovacim 5% roztoku BSA.
Nasledn¢ byla pfenesena do roztoku primarni monoklonalni anti-biotin protilatky
konjugované s alkalickou fosfatasou zifedénou blokovacim roztokem v poméru 1:2000.
Zde probihala inkubace pfes noc za stalé¢ho ttepani pii 4 °C.

Druhy den byla membrana 4x promyta po 15 min roztokem TTBS. Nasledné doslo
k inkubaci v 5 ml barviciho roztoku chromogenniho substratu NBT-BCIP, dokud
nedoslo k vyvinuti tmavé fialového zbarveni detekovanych bandi. Na zavér se reakce

zastavila destilovanou vodou, membrana se ususila a vyhodnotila v programu ImageJ.

Pouzité roztoky a protilatky

Blotovaci puft: 0,025 mol-1"! Tris-HCI; 0,192 mol 1" glycin; 20% methanol, pH 8,3.
Blokovaci roztok: 1% roztok mléka obsahujici 5% BSA v TBS puftru.

Barvici roztok Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova.

Primarni protildtka: primarni monoklonalni mysi anti-biotin protildtka konjugovana

s alkalickou fosfatasou zfedéna blokovacim roztokem v poméru 1:2000.
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni hladiny S-nitrosothiola

Obsah  S-nitrosothiold (RSNO) v pmol'mg” byl stanoven spektrofotometricky
pii vinové délce 540 nm s vyuzitim Savillovy metody. Na Obr. 14 je zndzornén narist
bazalni hladiny (a) celkovych RSNO v neptecisténém extraktu, (b) proteinovych RSNO
v precisténém extraktu, (¢) RSNO obsazenych v membranové frakci. Byl porovnavan
obsah RSNO v nadzemnich c¢astech a kotfenech studovanych kultivard hrachu
P. sativum cv. Kudma¢ a P. sativum cv. Twinset. Kultivar Twinset vykazuje vyssi
narast hladiny celkovych RSNO (Obr. 14 (a)) a RSNO v membranové frakci
(Obr. 14 (c)) vnadzemni Casti i v kofeni. Vys$si hladina proteinovych RSNO byla

zaznamenana v koteni cv. Twinset (Obr. 14 (b)).
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Obr. 14 Porovnani bazalni hladiny S-nitrosothiold (RSNO). (a) celkové RSNO, (b) proteinové
RSNO, (¢) RSNO obsazené v membranové frakci v nadzemnich ¢astech a kofenech P. sativum
cv. Kudrnac a P. sativum cv. Twinset. RSNO byly analyzovany spektrofotometricky Savillovou
metodou pii 540 nm.
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Vliv modulatorG hladiny NO na koncentraci RSNO v nadzemni ¢asti a kofenech
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset je znazornén na Obr. 15: (a) celkové
RSNO, (b) proteinové RSNO, (c) RSNO v membranové frakci. Rostlinny material byl
kultivovan na MS médiu obsahujici 0,1 mmol-I’ GSNO (donor NO) nebo
0,1 mmol-I" PTIO (lapa¢ NO). Narist hladiny RSNO byl vztazen jako nasobek
ke kontrolnimu vzorku, ktery neobsahoval testované latky.

Ptidavkem GSNO se zvysila hladina celkovych RSNO u cv. Kudrna¢ v nadzemni
¢asti 1 kofeni, naopak u cv. Twinset jejich hladina klesala v obou ¢astech oproti
kontrole. Pfidavkem latky PTIO byl zaznamenan ndrdst hladiny celkovych RSNO
v nadzemni Casti i kofeni cv. Kudrna¢, avSak v kotfeni cv. Twinset hladina poklesla
(Obr. 15 (a)).

Hladina proteinovych RSNO se mirn¢ zvysila vlivem GSNO v kotfeni cv. Kudrnac¢
anadzemni ¢asti cv. Twinset. Naopak k poklesu vlivem obou modulatori doslo
v nadzemni ¢asti cv. Kudrnac a v koteni cv. Twinset (Obr. 15 (b)).

V membranové frakci byl detekovan mirny nartst celkovych RSNO po aplikaci
GSNO v nadzemnich ¢astech 1 kofenech cv. Kudrna¢, u cv. Twinset byl detekovan
pokles RSNO v kofteni. Pfidavkem latky PTIO se snizila v membranové frakci hladina

RSNO v nadzemni ¢asti cv. Kudrnac i v obou ¢astech cv. Twinset (Obr. 15 (c)).
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Obr. 15 VIiv modulatortt hladiny NO na koncentraci (a) celkovych RSNO, (b) proteinovych
RSNO, (c) celkovych RSNO obsazenych v membranové frakei v nadzemnich ¢astech
a kotenech P. sativum cv. Kudmaé¢ a P. sativum cv. Twinset kultivovanych na MS médiu
obsahujicim 0,1 mmol-1" PTIO nebo 0,1 mmol-1" GSNO. Kontrolni médium neobsahovalo
testované latky. RSNO byly analyzovany spektrofotometricky Savillovou metodou pii 540 nm.
Hladina RSNO (umol-mg™) byla vztazena ke kontrolnimu vzorku v nasobku.
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4.2 Stanoveni aktivity enzymi zapojenych do Kkatabolismu
S-nitrosothioli
GSNOR a TrxR, enzymy denitrosylace, tj. degradace S-nitrosothioll, se podileji
na udrzovani hladiny RSNO a maji vliv na imunitni obranné reakce rostlin (Malik et al.,
2011; Sengupta a Holmgren, 2012).

Na Obr. 16 je porovnana (a) aktivita GSNOR, (b) aktivita TrxR v nadzemnich
Castech a kotenech P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Aktivita GSNOR

1 TrxR je zvySend u cv. Kudrna€ v nadzemni ¢asti i kofeni ve srovnani s cv. Twinset.
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Obr. 16 Porovnani aktivity enzymii denitrosylace v nadzemnich ¢astech a kofenech P. sativum
cv. Kudmag a P. sativum cv. Twinset. (a) Aktivita GSNOR byla stanovena spektrofotometricky
sledovanim oxidace NADH pii vinové délce 340 nm. Jako substrat byl do reakce ptidan
4 mmol-I" GSNO. (b) Aktivita TrxR byla stanovena spektrofotometricky sledovanim oxidace
NADPH pii vlnové délce 340 nm. Jako substrat byl do reakce pridan 2 mmol-1"' selenocystin.
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4.2.1 Aktivita S-nitrosoglutathionreduktasy

Na Obr. 17 je znazornén vliv studovanych modulatori na zménu aktivity GSNOR
v nadzemnich ¢astech a kofenech dvou kultivarti hrachu Kudrnd¢ a Twinset. Rostlinny
material byl kultivovan na MS médiu obsahujicim 0,1 mmol-1" GSNO nebo
0,1 mmol-I" PTIO. Zména aktivity je znazornéna v nasobku oproti kontrole rostouci
na MS médiu, které neobsahovalo testované latky.

Po ptidavku latky GSNO nebyly zaznamenany vyznamné rozdily v GSNOR aktivité
u cv. Kudrnd¢. Naopak, u cv. Twinset vzrostla aktivita GSNOR dvojnasobné
v nadzemni ¢asti a 2,5krat v kotfeni. Po aplikaci PTIO byl u cv. Kudrna¢ zaznamenéan
vyrazny pokles aktivity o 50 % v koteni, avSak u cv. Twinset byl naopak pozorovan

vyznamny narast GSNOR aktivity v obou ¢astech.

3,5 Ekontrola ®GSNO PTIO
3 I

AKktivita GSNOR
(nasobek)
"

nadzemni ¢ast nadzemni ¢ast

P. sativum cv. Kudrna¢ P. sativum cv. Twinset

Obr. 17 Vliv modulatord hladiny NO na aktivitu GSNOR v nadzemnich ¢astech a kotfenech
P. sativum cv. Kudma¢ a P. sativum cv. Twinset kultivovanych na MS médiu obsahujicim
0,1 mmol-I"' PTIO nebo 0,1 mmol-I"" GSNO. Kontrolni médium neobsahovalo testované latky.
Aktivita GSNOR byla stanovena spektrofotometricky sledovanim oxidace NADH pfi vinové
délce 340 nm. Jako substrat byl do reakce pifidan 4 mmol- 1" GSNO. Aktivita GSNOR
(nmol-min™'-g"' FW) byla vztaZena ke kontrolnimu vzorku.
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4.2.2 Aktivita thioredoxinreduktasy

Na Obr. 18 je znazornén vliv modulatort hladiny NO na zménu aktivity enzymu TrxR
v nadzemnich ¢astech a kofenech P. sativum cv. Kudra¢ a P. sativum cv. Twinset
kultivovanych na MS médiu obsahujicim 0,1 mmol-I" GSNO ¢&i 0,1 mmol-1" PTIO.
Zména aktivity TrxR je znazornéna jako nasobek ke kontrole kultivované na MS médiu
bez testovanych latek.

Po ptidavku GSNO i1 PTIO poklesla aktivita TrxR v nadzemni casti i v kofeni
kultivaru Kudrna€. Naopak v obou c¢astech cv. Twinset aktivita TrxR vyznamné

vzrostlapo aplikaci obou modulatort (Obr. 18).
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Obr. 18 Vliv modulator hladiny NO na aktivitu TrxR v nadzemnich ¢astech a kotenech dvou
kultivarti hrachu P. sativum cv. Kudmac a P. sativum cv. Twinset rostoucich na MS médiu
obsahujicim 0,1 mmol-1" PTIO nebo 0,1 mmol-I" GSNO. Kontrolni médium neobsahovalo
testované latky. Aktivita TrxR byla stanovend spektrofotometricky sledovanim oxidace
NADPH pfi vinové délce 340 nm. Jako substrat byl do reakce ptidan 2 mmol-1" selenocystin.
Aktivita TrxR (nmol-min™'-g"' FW) byla vztaZena ke kontrolnimu vzorku.
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4.3. Stanoveni aktivity NADPH-oxidasy

Produkce ROS je z velké casti ovlivnéna aktivitou NADPH-oxidasy (Lamb a Dixon
et al., 1997). Na Obr. 19 je uvedeno porovnani aktivity NADPH-oxidasy u P. sativum
cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Stanoveni aktivity NADPH-oxidasy u obou
kultivard rostoucich na MS médiu obsahujicim modulatory NO, a to 0,1 mmol-I"' GSNO

(donor NO) nebo 0,1 mmol-I" PTIO (lapa¢ NO) je na Obr. 20.

U P. sativum cv. Kudrma¢ byl pozorovan vyssi nartst aktivity NADPH-oxidasy
v nadzemni ¢asti 1 kofeni oproti cv. Twinset (Obr. 19). Po ptidani GSNO a PTIO nebyl
pozorovan vyznamny rozdil v nadzemnich Castech obou genotypi a také v kofeni
cv. Kudrna¢. Naopak vyznamny narast aktivity NADPH-oxidasy byl zaznamenan

po ptidani GSNO 1 PTIO v kofeni cv. Twinset (Obr. 20).

B P. sativum cv. Kudrna¢
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N
)
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[
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Aktivita NADPH-oxidasy
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S NNk~ O

nadzemni ¢ast kofen

Obr. 19 Porovnani aktivity NADPH-oxidasy v nadzemnich ¢astech a kotenech P. sativum
cv. Kudmag a P. sativum cv. Twinset. Rychlost redukce XTT (Immol-1") prostiednictvim O,
produkovaného aktivitou NADPH-oxidasy, byla stanovena spektrofotometricky pti 492 nm.

47



o 4,;51 7 B kontrola ™ GSNO PTIO
S 35 =
S 2 23]
< ) ]
E FEV
2% 15
ZE 1
S ~— 0,5 .
0
% nadzemni ¢ast kofen nadzemni ¢ast kofen
P. sativum cv. Kudrna¢ P. sativum cv. Twinset

Obr. 20 Vliv moduldtort hladiny NO na aktivitu NADPH-oxidasy v nadzemnich castech
a kotenech hrachu P. sativum cv. Kudrmac a P. sativum cv. Twinset kultivovanych na MS médiu
obsahujicim 0,1 mmol-1"" PTIO nebo 0,1 mmol-I" GSNO. Kontrolni médium neobsahovalo
testované latky. Rychlost redukce XTT (1 mmol-1") prostiednictvim O,, produkovaného
aktivitou NADPH-oxidasy, byla stanovena spektrofotometricky pii 492 nm. Aktivita
NADPH-oxidasy (nmol-min™-g" FW) byla vztaZena ke kontrolnimu vzorku.

4.4 Detekce S-nitrosylovanych proteinii

Metoda biotin-switch slouzi ke znafeni S-nitrosylovanych proteind, a to znackou
s navazanou molekulou biotinu-HPDP (Jaffrey et al., 2001). Detekce S-nitrosylovanych
proteini poté byla realizovana metodou Western blot dle metodiky uvedené v praci
Lindermayr et al. (2005).

Na Obr. 21 (a) jsou zndzornény detekované S-nitrosylované proteiny v nadzemnich
castech a na Obr. 21 (b) S-nitrosylované proteiny v kofenech kultivart hrachu
P. sativum cv. Kudmac a P. sativum cv. Twinset. Pfenos proteint na nitrocelulosovou
membranu byl ovéfen barvenim Ponceau S, kde jsou vidét ve vyfezu proteiny
s molekulovou hmotnosti 50 kDa. Pro metodu biotin-switch byl rovnéz proveden
kontrolni experiment (Obr. 22), a to ve vzorcich kontrol obou kultivari, které byly
inkubovany bez bloka¢niho ¢inidla MMTS nebo bylo do vzorku pfidano redukéni
¢inidlo DTT po biotinylaci pro redukci vazby thiol-biotin-HPDP.
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(2) (b)

P, sativum cv. P sativum cv. P, sativum cv. P, sativum cv.
Kudrna¢ Twinset Kudrna¢ Twinset
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100-
75-
50-

37-
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Obr. 21 Detekce S-nitrosylovanych proteinit u dvou kultivarti hrachu P. sativum cv. Kudrnac
aP. sativum cv. Twinset rostoucich na MS médiu obsahujicim 0,1 mmol-1" PTIO
¢i 0,1 mmol-1" GSNO. Kontrolni médium neobsahovalo testované latky. (a) S-nitrosylované
proteiny detekované v nadzemni ¢asti, (b) v kofenech. Na gel bylo naneseno 100 pg celkovych
proteintl, které byly pieneseny na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany
pomoci barviva Ponceau S — ve vyfezu jsou proteiny s molekulovou hmotnosti 50 kDa. Pouzita
anti-biotin protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou (1:2000), barveni NBT-BCIP.

P, sativum cv. P, sativum cv.
Kudrnac¢ Twinset
kofen nadz. &ast kofen nadz. ¢ast
H 6 6O O H 6 6O 6
kDa DIT MMTS DTT MMTS DTT MMTS DTT MMTS

150-
100-
75-

50-

37- |

25-
20-

Ponceau S
50 kDa

Obr. 22 Kontrolni experiment pro metodu biotin-switch provedeny ve vzorcich kontrol
nadzemni Casti a kofent P. sativum cv. Kudmac a P. sativum cv. Twinset. Inkubace bez Cinidla
0,02 mmol-I" MMTS (-) pro blokaci volnych thioléi, nebo s 0,1 mmol-I" DTT po znadeni
biotinem-HPDP. Na gel bylo naneseno 100 pg celkovych proteini, které byly preneseny
na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau S — ve vyfezu
jsou proteiny s molekulovou hmotnosti 50 kDa. Pouzita anti-biotin protilatka konjugovana
s alkalickou fosfatasou (1:2000), barveni NBT-BCIP.
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Intenzita signalu detekovanych S-nitrosylovanych proteinti byla provedena pomoci
programu ImageJ. Na Obr. 23 jsou u obou kultivari porovnany intenzity S-nitrosylace
proteini vlivem aplikace modulatort hladiny NO. V nadzemnich céstech obou
studovanych kultivari nebyl zaznamenan vyznamny rozdil v intenzit¢ detekovanych
S-nitrosylovanych proteini. 'V kofenech doslo k mirnému poklesu intenzity

S-nitrosylace vlivem PTIO 1 GSNO u P. sativum cv. Twinset (Obr. 23).

o 1O Ekontrola ®GSNO ®PTIO
2
z_ 17
~~
£3
=2
A § 0,5 1
£s
g 0
= nadzemni ¢ast koten nadzemni cast koten
P. sativum cv. Kudrna¢ P. sativum cv. Twinset

Obr. 23 Vliv modulatord hladiny NO na intenzitu S-nitrosylace v nadzemnich c¢astech
a kofenech P. sativum cv. Kudrnac a P. sativum cv. Twinset kultivovanych na MS médiu
obsahujicim 0,1 mmol-1"" PTIO nebo 0,1 mmol-1"" GSNO. Kontrolni médium neobsahovalo
testované latky. Intenzita signalu S-nitrosylace byla vyhodnocena v programu Imagel
a byla vztazena k ptislusnému kontrolnimu vzorku.
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5 Diskuze

Rostliny jsou béhem svého Zivota neustdle vystavovany stresovym podminkam,
at’ uz biotickym, které zahrnuji naptiklad plsobeni patogenti nebo abiotickym,
do kterych se fadi napiiklad extrémni klimatické podminky (Lawlor a Cornic, 2002).
Na spousténi obrannych reakci proti stresovym faktorim se podileji signalni molekuly,
do kterych mizeme zaradit RNS, zejména NO a jeho metabolity. NO se vyznacuje
Sirokym spektrem regulacnich schopnosti v ramci fyziologickych a patofyziologickych
procesti. (Wendehenne et al., 2001; Lamattina et al., 2003; Neill et al., 2003; Del Rio
et al., 2004). Vyznamnou ulohu v signdlnich mechanismech NO u rostlin zaujima
S-nitrosylace (Lindermayr et al., 2005).

V experimentalni Casti predloZzené bakalaiské prace byl studovan vliv modulatort
NO na proces S-nitrosylace a denitrosylace udvou kultivarG hrachu P. sativum
cv. Kudrmac¢ a P. sativum cv. Twinset. Semena byla po nakli¢eni pfenesena na MS
médium obsahujicim 0,1 mmol-1" GSNO nebo 0,1 mmol-1" PTIO. V ramci tohoto
experimentu jsme piedpokladali, ze bezprosttedn€¢ po modulaci hladiny NO
(zvyseni/snizeni) dochdzi k naruseni homeostazy RNS a s ni také tizce propojené
homeostazy ROS. Vyvolané zmény v hladinach RNS a ROS tedy navozuji stresovy stav
v bunikach a ovliviiuji nasledné€ 1 vyvoj rostlin. Role NO v procesu kliceni a riistu rostlin
byla popsana v fad¢ publikaci (Correa-Aragunde et al., 2007; Wendehenne a Hancock,
2011; Tripathi et al., 2017; Yang et al., 2018). GSNO, patiici mezi nejvyznamngjsi
nizkomolekularni S-nitrosothioly (RSNO), slouzi jako zasobni a transportni forma NO
in vivo (Martinez-Ruiz et al., 2004). AvSak v mnoha studiich byl prokazan rozdilny vliv
tohoto fyziologického donoru NO na vyvojové procesy u rostlin (Liu et al., 2007b;
Zandonadi et al., 2010; Semchuk et al., 2011). Naopak, PTIO a jeho karboxyderivat
cPTIO se v mnoha studiich pouzivaji jako lapace NO (Correa-Aragunde et al., 2004)
a studie potvrzuji jejich inhibicni vlastnosti ve vyvoji rostlin (Correa-Arangunde ef al.,
2004; Zandonadi et al., 2010; Fernandez-Marcos et al., 2012; Piterkova et al., 2012;
Yang et al., 2018).

Zmény v produkci NO a hladindch celkovych i proteinovych RSNO vyznamné
reguluji metabolické drahy rostlin na trovni S-nitrosylace (Kovacs a Lindermayr,
2013), kdy se molekula NO vaze na cysteinova residua cilovych proteinti, ¢imz vznikaji
RSNO a dochazi nasledné¢ ke zméné aktivity proteind, jejich lokalizaci, interakci

sjinymi proteiny, stability, coz ndasledné¢ ovliviiuje modulaci signéalu, adaptaci
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a odpovéd’ na stres (Obr. 24). U mitochondrii rostlin hrachu P. sativum cv. Lincoln
vystavenych pusobeni 150 mmol-1" NaCl podobu 5 a 14 dni, se studoval vliv
S-nitrosylace/denitrosylace na respirani a fotorespiracni dréhy. Vysledky ukazaly,
ze S-nitrosylace moduluje tyto drahy za fyziologickych podminek i pfi salinitnim stresu
(Camejo et al., 2013). V ramci naSeho experimentu byly detekovany zvysené hladiny
celkovych RSNO v kofenech i nadzemni ¢asti cv. Kudrnac po aplikaci GSNO. V kofeni
cv. Twinset byl naopak zaznamenan mirny pokles po aplikaci PTIO. Hladina
proteinovych RSNO se mirn¢ zvysila vlivem GSNO v kofeni cv. Kudrna¢ a v nadzemni
¢asti cv. Twinset. Naopak, k poklesu doslo v nadzemni c¢asti cv. Kudrna¢ a v koteni
cv. Twinset vlivem GSNO i PTIO. Po detekci celkovych S-nitrosylovanych proteinti
a vyhodnoceni intenzity signalu byl pozorovan pokles intenzity S-nitrosylace vlivem
PTIO 1 GSNO vkotenech P. sativum cv. Twinset. Tyto vysledky poukazuji
na rozdilnou modulaci hladin celkovych i proteinovych RSNO, k nimZz dochézi

v disledku naruSeni homeostazy NO.
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Obr. 24 Signalni mechanismy S-nitrosylace. Oxid dusnaty (NO), produkovany napftiklad
z L-argininu prostfednictvim aktivity synthasy oxidu dusnatého (NOS, EC 1.14.13.39),
se navaze na cysteinova residua cilovych proteind, ¢imz vzniknou S-nitrosothioly (RSNO),
které ovliviuji aktivitu proteind, jejich lokalizaci, stabilitu, interakce a naslednou modulaci
signalu, adaptaci aodpovéd na stres. RSNO mohou byt degradovany enzymy
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) a thioredoxinreduktasou (TrxR) v procesu zvaném
denitrosylace. Pfevzato z Benhar et al. (2009).
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Proces S-nitrosylace je regulovan dvéma enzymy - GSNOR a TrxR,
odstranénim nitroso-skupiny tzv. denitrosylaci (Obr. 24) (Benhar et al., 2009).
Ve studii Corpas et al. (2008) byl hodnocen vliv abiotickych faktorii (vysoka intenzita
svétla, nizkd a vysoka teplota, neptetrzité svétlo a mechanické poranéni) na vznik
nitrosa¢niho stresu u hrachu P. sativum cv. Lincoln. Nizka teplota (8 °C po dobu 48h)
zpusobila vyznamny nartist GSNOR aktivity, coz bylo doprovézeno zvySenim hladin
celkovych RSNO i1 NO (Corpas et al., 2008). Aktivita GSNOR byla zvySena v listech
topolu vystavenych chladovému stresu po dobu 3 dni a 12 h po aplikaci
30 pmol 1" ¢PTIO. Za stejnych podminek byl detekovan vyznamny narist aktivity NR
a NOS, kli¢ovych enzymt produkce NO (Cheng et al., 2015). Ziskané vysledky v ramci
bakalarské prace ukazaly, Ze se aktivita GSNOR vyznamné zvysila po aplikaci latky
GSNO v koteni P. sativum cv. Kudrna¢ anadzemni ¢asti P. sativum cv. Twinset.
Po aplikaci latky PTIO byl detekovan 2,5nasobny narGst v nadzemni cCasti
a trojndsobny nartist GSNOR aktivity v koteni P. sativum cv. Twinset. Aktivita dal§iho
enzymu denitrosylace, TrxR, vykazovala podobny trend po aplikaci obou latek pouze
u kultivaru Twinset. Naopak u kultivaru Kudrna¢ byl pozorovan vyznamny pokles TrxR
aktivity po aplikaci GSNO 1 PTIO. Z uvedenych vysledkt tedy vyplyva, Ze oba enzymy
denitrosyluji proteiny u obou kultivarti hrachu, avSak s rozdilnou modulaci aktivity.
Ve studii Kneeshaw et al. (2014) byl navrZzen schematicky model, kde enzym GSNOR
denitrosyluje jiné proteiny nez TrxR. Dale nékteré proteiny, napiiklad NPR1, mohou
byt denitrosylovany obéma enzymy. Tyto mechanismy maji vyznamnou funkci
v signdlnich drahach obrannych reakci, kde pfispivaji k expresi obrannych geni
a imunitni odpoveédi zavislé na kyselin€ salicylové (Kneeshaw a Spoel, 2018).

Je znamo, Ze S-nitrosylace ovliviiuje aktivitu NADPH-oxidasy, klicového enzymu
produkce ROS lokalizovaného v plasmatické membrané. K S-nitrosylaci dochézi
u Cys890 v blizkosti Phe921, ktery je soucasti ve struktufe vazebného mista pro FAD,
a dochazi tak ke snizeni enzymové aktivity (Yun et al., 2011). V predlozené bakalaiské
praci byla v membranové frakci stanovena aktivita NADPH-oxidasy a také obsah
celkovych RSNO. V membranové frakci detekovan mirny nartist celkovych RSNO
po aplikaci GSNO v nadzemnich c¢éastech i1 kotfenech cv. Kudrna¢, u cv. Twinset byl
detekovan naopak pokles RSNO v kofeni. Pridavkem latky PTIO se vyznamné sniZila
v membranové frakci hladina celkovych RSNO v nadzemni ¢asti cv. Kudrnac a v obou
¢astech cv. Twinset. Aktivita NADPH-oxidasy byla vyznamné snizend po aplikaci

GSNO v nadzemnich ¢astech obou kultivarti. V kotfeni cv. Twinset byl narist aktivity
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témet Ctyfnasobny. Ziskané vysledky tedy naznacuji moZznou regulaci aktivity tohoto
enzymu na Urovni S-nitrosylace u obou studovanych kultivari hrachu setého, kterou by
bylo vhodné potvrdit dalSimi experimenty. Napiiklad by mohla byt vyuzita metoda
biotin-switch pro izolaci S-nitrosylovanych proteini z membranové frakce. Po afinitni
purifikaci proteinli znacenych biotinem-HPDP by bylo mozné semi-kvantitativné urcit
zastoupeni NADPH-oxidasy, a to s vyuzitim imunochemické detekce pomoci specifické

protilatky proti NADPH-oxidase.

6 Zavér

Cilem prace bylo studium ulohy S-nitrosylace a denitrosylace v procesu vyvoje kotfene
anadzemni ¢asti hrachu Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset
s vyuzitim modulatorti hladiny NO: 0,1 mmol-I"" GSNO (donor) a 0,1 mmol-I"! PTIO

(lapac). Z vysledkt provedenych experimentl vyplyvaji nasledujici zavéry:

e Studované kultivary hrachu seté¢ho se odliSuji bazalni hladinou celkovych
1 proteinovych S-nitrosothioldi, pfi¢emz vysS$i hladiny byly detekovany
u rezistentniho kultivaru P. sativum cv. Twinset.

e Aplikace donoru GSNO 1 lapace PTIO zpusobila rozdilné zmeény obsahu
S-nitrosothiol v nadzemnich castech i kofenech obou kultivari. Intenzita
S-nitrosylace proteinli se vyznamné snizila po aplikaci GSNO i PTIO
v kotenech P. sativum cv. Twinset.

e Enzymy GSNOR i TrxR jsou zapojeny v denitrosylaci proteinti u obou kultivard
hrachu setého. Byly nalezeny rozdilné zmeény jejich aktivity po aplikaci
moduldtord hladiny NO. Aktivita GSNOR 1 TrxR se vyznamné zvysila
po aplikaci GSNO i PTIO v nadzemni ¢asti a kotenech P. sativum cv. Twinset.
U P. sativum cv. Kudrna¢ doslo k vyznamnému poklesu aktivity TrxR vlivem
obou modulatora. Tyto rozdily naznacuji, ze se enzymy denitrosylace podileji
na katabolismu odliSnych proteinovych S-nitrosothiold.

e U obou kultivarti hrachu set¢ho doslo po aplikaci modulatort NO ke zménam
hladiny celkovych S-nitrosothioli v membranové frakci a také aktivity
NADPH-oxidasy, klicového enzymu produkce ROS, jehoz aktivita podléha

regulaci prostfednictvim S-nitrosylace.

54



7 Literatura

Anderson L. E., Ringenberg M. R., Carol A. A. (2004): Cytosolic glyceraldehyde-3-P
dehydrogenase and the B subunit of the chloroplast enzyme are present in the pea leaf
nucleus. Protoplasma 223, 33.

Begara-Morales J. C., Loake G. J., (2016): Protein denitrosylation in plant biology.
In: Gasotransmitters in Plants: The Rise of a New Paradigm in Cell Signaling 23. (FrantiSek
Baluska ed.), Springer International Publishing, Svycarsko, 2.

Belenghi B., Romero-Puertas M. C., Vercammen D., Brackenier A., Inz¢ D., Delledonne M.,
Van Breusegem F. (2007): Metacaspase activity of Arabidopsis thaliana is regulated by
S-nitrosylation of a critical cysteine residue. Journal of Biological Chemistry 282,
1352-1358.

Beligni M. V., Laxalt A. M., Lamattina L. (1997): Putative role of nitric oxide in plant-pathogen
interactions. In: The biology of nitric oxide 6. (Moncada S., Toda N., Higgs E. A.eds), 250.
Benhar M., Forrester M. T., Hess D. T., Stamler J. S. (2008): Regulated protein denitrosylation

by cytosolic and mitochondrial thioredoxins. Science 320, 1050-1054.

Benhar M., Forrester M. T., Stamler J. S. (2009): Protein denitrosylation: enzymatic
mechanisms and cellular functions. Nature Reviews Molecular Cell Biology 10, 721.

Besse 1., Wong J. H., Kobrehel K., Buchanan B. B. (1996): Thiocalsin: a thioredoxin-linked,
substrate-specific protease dependent on calcium. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 93, 3169-3175.

Broniowska K. A., Diers A. R., Hogg N. (2013): S-nitrosoglutathione. Biochimica et Biophysica
Acta 1830, 3173-3181.

Brookes P. S., Shiva S., Patel R. P., Darley-Usmar V. M. (2002): Measurement
of mitochondrial respiratory thresholds and the control of respiration by nitric oxide.
Methods in Enzymology 359, 305.

Camejo D., Romero-Puertas M. C., Rodriguez-Serrano M., Sandalio L. M., Lazaro
J. J., Jiménez A., Sevilla F. (2012): Salinity-induced changes in S-nitrosylation of pea
mitochondrial proteins. Journal of Proteomics 79, 87-99.

Camerini S., Polci M. L., Restuccia U., Usuelli V., Malgaroli A., Bachi A. (2007): A novel
approach to identify proteins modified by nitric oxide: the HIS-TAG switch method. Journal
of Proteome Research 6, 3224.

Chaki M., Fernandez-Ocana A. M., Valderrama R., Carreras A., Esteban F. J., Luque F., Gomez
Rodriguez M. V., Begara-Morales J. C., Corpas F. J., Barroso J. B. (2009): Involvement
of reactive nitrogen and oxygen species (RNS and ROS) in sunflower-mildew interaction.
Plant & Cell Physiology 50, 265-279.

Chen R., Sun S., Wang C., Li Y., Liang Y., An F. (2009): The Arabidopsis PARAQUAT
RESISTANT?2 gene encodes an S-nitrosoglutathione reductase that is a key regulator of cell
death. Cell Research 19, 1377-1387.

Cheng T., Chen J., Abd Allah E. F., Wang P., Wang G., Hu X., Shi J. (2015): Quantitative
proteomics analysis reveals that S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) and nitric oxide
signaling enhance poplar defense against chilling stress. Planta 242, 1361-1390.

Chouchani E. T., Hur T. R., Nadtochi S. M., Brookes P. S., Fearnley I. M., Lilley K. S., Smith
R. A. J., Murphy M. P. (2010): Identification of S-nitrosated mitochondrial proteins by
S-nitrosothiol difference in gel electrophoresis (SNO-DIGE): implications for the regulation
of mitochondrial function by reversible S-nitrosation. Biochemical journal 430, 49.

Clementi E., Brown G. C., Feelisch M., Moncada S. (1998): Persistent inhibition of cell
respiration by nitric oxide: crucial role of S-nitrosylation of mitochondrial complex I
and protective action of glutathione. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 95, 7631.

Corpas F. J, Chaki M., Fernandez-Ocana A., Valderrama R., Palma J. M., Carreras A., Begara-
Morales J. C., Airaki M., del Rio L. A., Barroso J. B. (2008): Metabolism of Reactive
Nitrogen Species in Pea Plants Under Abiotic Stress Condition. Plant & Cell Physiology 49,
1711-1722.

55


https://www.nature.com/nrm
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diers%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23416062
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hogg%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23416062
https://www.sciencedirect.com/journal/biochimica-et-biophysica-acta
https://www.sciencedirect.com/journal/biochimica-et-biophysica-acta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camejo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero-Puertas%20Mdel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-Serrano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandalio%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%A1zaro%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%A1zaro%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jim%C3%A9nez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sevilla%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23238061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23238061

Corpas F. J., Begara-Morales J. C., Sanchez-Calvo B., Chaki M., Barroso J. B. (2015): Nitration
and S-nitrosylation: two post-translational modifications (PTMs) mediated by reactive
nitrogen species (RNS) which participate in signalling processes of plant cells. In: Reactive
oxygen and nitrogen species signaling and communication in plant. 23 (Gupta K. J.,
Igamberdiev K. J. eds.) Berlin, Heidelberg Springer-Verlag, 268.

Correa-Aragunde N., Graziano C. M., Lamattina L. (2004): Nitric oxide plays a central role
in determining lateral root development in tomato. Planta 218, 900-905.

Correa-Aragunde N., Lanteri M. L., Garcia-Mata C., Ten Have A., Laxalt A. M., Graziano M.,
Lamattina L. (2007): Nitric oxide functions as intermediate in auxin, abscisic acid, and lipid
signaling pathways. Plant Cell Monographs 34, 113-130.

Cunniff B., Snider G. W., Fredette N., Stumpff J., Hondal R. J., Heintz N. H. (2014): Resolution
of oxidative stress by thioredoxinreductase: Cysteine versus selenocysteine. Redox Biology
2,475-484.

D'Alessandro S., Posocco B., Costa A., Zahariou G., Lo Schiavo F., Carb D., Zottini M. (2013):
Limits in the use of cPTIO as nitric oxide scavenger and EPR probe in plant cells and
seedlings. Frontiers in Plant Science 4, 340.

Del Rio L. A., Corpas F. J., Barroso J. B. (2004): Nitric oxide and nitric oxide synthase activity
in plants. Phytochemistry 65, 783-792.

Derakhshan B., Hao G., Gross S. S. (2007): Balancing reactivity against selectivity: the
evolution of protein S-nitrosylation as an effector of cell signaling by nitric oxide.
Cardiovascular Research 75, 210.

Diers A. R., Keszler A., Hogg N. (2014): Detection of S-nitrosothiols. Biochimica et Biophysica
Acta 1840, 892.

Doulias P. T., Greene J. L., Greco T. M., Tenopoulou M., Seeholzer S. H., Dunbrack R.
L., Ischiropoulos H. (2010): Structural profiling of endogenous S-nitrosocysteine residues
reveals unique features that accommodate diverse mechanisms for protein S-nitrosylation.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 107,
16958-16963.

Dubreuil-Maurizi C., Poinssot B. (2012): Role of glutathione in plant signaling under biotic
stress. Plant Signaling & Behaviour 7,210-212.

Feechan A., Kwon E., Yun B. W., Wang Y., Pallas J. A., Loake G. J. (2005): A central role for
S-nitrosothiols in plant disease resistance. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 102, 8054-8059.

Ford P. C., Fernandez B. O., Lim M. D. (2005): Mechanisms of reductive nitrosylation in iron
and copper models relevant to biological systems. Chemical Reviews 105, 2439-2455.

Forrester M. T., Thompson J. W., Foster M. W., Nogueira L., Moseley M. A., Stamler J. S.:
Proteomic analysis of S-nitrosylation and denitrosylation by resin-assisted capture. Nature
Biotechnology 27, 557.

Frendo P., Baldacci-Cresp F., Benyamina S. M., Puppo A. (2013): Glutathione and plant
response to the biotic environment. Free Radical Biology & Medicine 65, 724—730.

Frungillo L., Skelly M. J., Loake G. J., Spoel S. H., Salgado 1. (2014): S-nitrosothiols regulate
nitric oxide production and storage in plants through the nitrogen assimilation pathway.
Nature Communications 5, 5401.

Gaston B. (1999): Nitric oxide and thiol groups. Biochimica et Biophysica Acta 1411, 123.

Gaupels F., Kuruthukulangarakoola G. T., Durner J. (2011): Upstream and downstream signals
of nitric oxide in pathogen defence. Current Opinion in Plant Biology 14, 707.

Gelhaye E., Rouhier N., Jacquot J. P. (2004): The thioredoxin h system of higher plants. Plant
Physiology and Biochemistry 42, 265-271.

Gill S. S., Anjum N. A., Hasanuzzaman M., Gill R., Trivedi D. K., Ahmad 1., Pereira E., Tuteja
N. (2012): Glutathione and glutathione reductase: a boon in disguise for plant abiotic stress
defense operations. Plant Physiology and Biochemistry 70, 204-212.

Gow A. J., Buerk D. G., Ischiropoulos H. (1997): A novel reaction mechanism for the formation
of S-nitrosothiol in vivo. Journal of Biological Chemistry 272, 2841.

56


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2013.00340
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2013.00340
https://www.sciencedirect.com/journal/biochimica-et-biophysica-acta
https://www.sciencedirect.com/journal/biochimica-et-biophysica-acta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doulias%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greene%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greco%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tenopoulou%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seeholzer%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunbrack%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunbrack%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ischiropoulos%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20837516
https://www.sciencedirect.com/journal/biochimica-et-biophysica-acta

Gow A., Doctor A., Mannick J., Gasto B. (2007): Highly Sensitive Detection of S-Nitrosylated
Proteins by Capillary Gel Electrophoresis with Laser Induced Fluorescence. Journal
Chromatography B 851, 140.

Greco T. M., Hodara R.,Parastatidis I, Heijnen H. F., Dennechy M. K. Liebler D.
C., Ischiropoulos H. (2006): Identification of S-nitrosylation motifs by site-specific mapping
of the S-nitrosocysteine proteome in human vascular smooth muscle cells. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 103, 7420-7425.

Griveau S., Bedioui F. (2013): Electroanalytical methodologies for the detection of S-nitrosothiols
in biological fluids. Analyst 18, 5159- 5504.

Guerra D., Ballard K., Truebridge 1., Vierling E. (2016): S-Nitrosation of conserved cysteines
modulates activity and stability of S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR). Biochemistry
55, 2452-2464.

Gupta K. J., Fernie A. R., Kaiser W. M., van Dongen J. T. (2011): On the origins of nitric oxide.
Trends in Plant Science 16, 160—168.

Gupta K. J., [gamberdiev A. U. (2015): Compartmentalization of ROS Production. In: Reactive
Oxygen and Nitrogen Species Signaling and Communication in Plants, Signaling and
Communication in Plants. 23 (FrantiSek Baluska ed.), Springer International Publishing,
Svyecarsko, 2.

Haendeler J., Hoffmann J., Tischler V., Berk B. C., Zeiher A. M., Dimmeler S. (2002): Redox
regulatory and anti-apoptotic functions of thioredoxin depend on S-nitrosylation at cysteine
69. Nature Cell Biology 4, 743.

Handy D. E., Loscalzo J. (2006): Nitric oxide and posttranslational modification of the vascular
proteome: S-nitrosation of reactive thiols. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular
Biology 26, 1207.

Hao G., Derakhshan B., Shi L., Campagne F., Gross S. S. (2006): SNOSID, a proteomic method
for identification of cysteine S-nitrosylation sites in complex protein mixtures. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 103, 1012.

Hess D. T., Stamler J. S. (2012): Regulation by S-nitrosylation of protein post-translational
modification. Journal of Biological Chemistry 287, 4395.

Hnizdova 1., Luhova L., Petfivalsky M. (2009): Nitrace proteini reaktivnimi formami dusiku.
Chemicke Listy 103, 788.

Hogg N. (1999): The kinetics of S-transnitrosation--a reversible second-order reaction.
Analytical Biochemistry 272, 257.

Hogg N. (2002): The biochemistry and physiology of S-nitrosothiols. Annual Review
of Pharmacology and Toxicology 42, 585-600.

Holmes A. J., Williams D. L. H. (2000): Reaction of ascorbic acid with S-nitrosothiols: clear
evidence for two distinct reaction pathways. Journal of Chemical Society Perkin Transaction
2, 1639-1644.

Holzmeister C., Frohlich A., Sarioglu H., Bauer N., Durner J., Lindermayr C. (2011): Proteomic
analysis of defense response of wildtype Arabidopsis thaliana and plants with impaired NO
homeostasis. Proteomics 11, 1664-1683.

Huang B., Che C. (2006): An ascorbate-dependent artifact that interferes with the interpretation
of the biotin switch assay. Free Radical Biology & Medicine 41, 562.

Ignarro L. J. (1999): Nitric oxide: a unique endogenous signaling molecule in vascular biology.
Bioscience Report 19, 51.

Ignarro L. J., Buga G. M., Wood K. S. Byrns R. E. Chaudhuri G. (1987): Endotelium-derived
relaxing factor produced and released from artery and vein is nitric oxide. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 84, 9265-9269.

Jaffrey S. R., Erdjument-Bromage H., Ferris C. D., Tempst P., Snyder S. H. (2001): Protein
S-nitrosylation: a physiological signal for neuronal nitric oxide. Nature Cell Biology 3, 193.

Jahnova J., Ticha T., Kubienova L., Luhova, L., Petfivalsky M. (2013): Biologické funkce
a vyznam S-nitrosace proteind. Chemickeé Listy 107, 350.

Jensen D. E., Belka G. K., Du Bois G. C. (1998): S-Nitrosoglutathione is a substrate for rat
alcohol dehydrogenase class 11l isoenzyme. Biochemistry Journal 331, 659.

57


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greco%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hodara%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parastatidis%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heijnen%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dennehy%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liebler%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liebler%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ischiropoulos%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16648260
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASophie%20Griveau
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AFethi%20Bedioui

Jiang M., Zhang J. (2002): Water stress-induced abscisic acid accumulation triggers
the increased generation of reactive oxygen species and up-regulates the activities of
antioxidant enzymes in maize leaves. Journal of Experimental Botany 53, 2401-2410.

Jones J. D. G., Dangl J. L. (2006): The plant immune system. Nature 444, 323-329.

Jourd‘heuil D., Jourd‘heuil F. L., Feelisch M. (2003): Oxidation and nitrosation of thiols at low
micromolar exposure to nitric oxide. Evidence for a free radical mechanism. Journal
Biological Chemistry 278, 15720 — 15726.

Kallakunta V. M., Staruch A., Mutus B. (2010): Sinapinic acid can replace ascorbate in the
biotin switch assay. Biochimicalet Biophysical Acta 1800, 23.

Kaundal A., Rojas C. M., Mysore K. S. (2012): Measurement of NADPH oxidase activity
in plants. Bio-Protocol 2, 278.

Kelm M. (1999): Nitric oxide metabolism and breakdown. Biochimical et Biophysical Acta

1411, 273-89.

Kharitonov V. G., Sundquist A. R., Sharma V. S. (1995): Kinetics of nitrosation of thiols by
nitric oxide in the presence of oxygen. Journal of Biological Chemistry 270, 28158.

Kim Y.M., Talanian R. V., Billiar T. R. (1997): Nitric oxide inhibits apoptosis by preventing
increases in caspase-3-like activity via two distinct mechanisms. Journal of Biological
Chemistry 272, 31138.

Klepper L. (1979): Nitric oxide (NO) and nitrogen dioxide (NO2) emissions from herbicide-
treated soybean plants. Atmospheric Environment 13, 537-542.

Kneeshaw S., Gelineau S., Tada Y., Loake G. J., Spoel S. H. (2014): Selective protein
denitrosylation activity of thioredoxin-h5 modulates plant immunity. Molecular Cell 56,
153-162.

Kneeshaw S., Spoel, S. H. (2018): Thioredoxin-Dependent Decomposition of Protein
S-Nitrosothiols. In: Nitric Oxide. Methods in molecular biology, 1747 (Mengel A.,
Lindermayr C. eds), Humana Press, New York, NY, 281-297.

Kobrehel K., Wong J. H., Balogh A., Kiss F., Yee B. C., Buchanan B. B. (1992): Specific
reduction of beat storage proteins by thioredoxin h. Plant Physiology 99, 919-924.

Kostka P., Park J. K. J. (1999): Fluorometric detection of S-nitrosothiols. In: Methods
in Enzymology. 42 (Packer L., ed.), Academic Press, San Diego, 227.

Kovacs 1., Holzmeister C., Wirtz M., Geerlof A., Frohlich T., Romling G.,
Kuruthukulangarakoola G. T., Linster E., Hell R., Arnold G. J., Durner J., Lindermayr C.
(2016): ROS mediated inhibition of S-nitrosoglutathione reductase contributes to the
activation of antioxidative mechanisms. Frontiers in Plant Science 10, 7.

Kovacs 1., Lindermayr C. (2013): Nitric oxide-based protein modification: formation and
sitespecificity of protein S-nitrosylation. Frontiers in Plant Science 4, 137.

Kubienova L., Kopecny D., Tylichova M., Briozzo P., Skopalova J., Sebela M., Navratil M.,
Tache R., Luhova L., Barroso J. B., Petrivalsky M. (2013): Structural and functional
characterization of aplant S-nitrosoglutathione reductase from Solanum lycopersicum.
Biochimie 95, 889-902.

Kubienova L., Ticha T., Jahnova J., Luhova L., Mieslerova B., Pettivalsky M. (2014): Effect
of abiotic stress stimuli on S nitrosoglutathione reductase in plants. Planta 239, 139-146.

Kwon E., Feechan A., Yun B. W., Hwang B. H., Pallas J. A., Kang J. G., Loake G. J. (2012):
AtGSNORI1 function is required for multiple developmental programs in Arabidopsis.
Planta 236, 887-900.

Laloi C., Rayapuram N., Chartier Y., Grienenberger J. M., Bonnard G., Meyer Y. (2001):
Identification and characterization of a mitochondrial thioredoxin system in plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 98, 14144-
14149.

Laloi C., Mestres-Ortega D., Marco Y., Meyer Y., Reichheld J. P. (2004): The Arabidopsis
cytosolic thioredoxin h5 gene induction by oxidative stress and its W-box-mediated response
to pathogen elicitor. Plant Physiology 134, 1006-1016.

Lamattina L., Garcia-Mata C., Graziano M., Pagnussat G. (2003): Nitric oxide: the versatility
of an extensive signal molecule. Annual Review in Plant Biology 54, 109-136.

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mestres-Ortega%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14976236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marco%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14976236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meyer%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14976236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reichheld%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14976236

Lancaster J. R., Jr. (2008): Protein cysteine thiol nitrosation: maker or marker of reactive
nitrogen species-induced nonerythroid cellular signaling? Nitric Oxide 19, 68.

Landino L. M. (2008): Protein Thiol Modification by Peroxynitrite Anion and Nitric Oxide
Donors. In: Methods in Enzymology. 440 (Packer E. C., ed.), Academic Press, San Diego,
95.

Lawler D.W., Cornic G. (2002): Photosynthetic carbon assimilation and associated metabolism
in relation to water deficits in higher plants. Plant Cell and Environment, 25, 275-294.

Laxalt A., Beligni M. V., Lamattina L. (1997): Nitric oxide preserves the level of chlorophyll
in potato leaves infected by Phytophthora infestans. Europe Journal of Plant Pathology 103,
643-651.

Lee U., Wie C., Fernandez B. O., Feelisch M., Vierling E. (2008): Modulation of nitrosative
stress by S-nitrosoglutathione reductase is critical for thermotolerance and plant growth
in Arabidopsis. Plant Cell 20, 786—802.

Lindermayr C. (2017): Crosstalk between reactive oxygen species and nitric oxide in plants:
Key role of S-nitrosoglutathione reductase. Free Radical Biology & Medicine 5849, 31231-
31235.

Lindermayr C., Saalbach G., Bahnweg G., Dumer J. (2006): Differential inhibition
of Arabidopsis methionine adenosyltransferases by protein S-nitrosylation. Journal
of Biological Chemistry 281, 4285.

Lindermayr C., Saalbach G., Durner J. (2005): Proteomic identification of S-nitrosylated
proteins in Arabidopsis. Plant Physiology 137, 921.

Lindermayr C., Sell S., Muller B., Leister D., Durnera J. (2010): Redox regulation of the NPR1-
TGA1 system of Arabidopsis thaliana by nitric oxide. Plant Cell 22, 2894.

Liu L., Hausladen A., Zeng M., Que L., Heitman J., Stamler J. S. (2001): A metabolic enzyme
for S-nitrosothiol conserved from bacteria to humans. Nature 410, 490.

Luiking Y. C., Engelen M. P., Deutz N. E. (2010): Regulation of nitric oxide production
in health and dinase. Current Opinion in Clinical Nutrition 13, 97.

Maldonado-Alconada A. M., Echevarria-Zomefio S., Lindermayr C., Redondo-Lopez 1., Durner
J., Jorrin-Novo J. V. (2011): Proteomic analysis of Arabidopsis protein S-nitrosylation in
response to inoculation with Pseudomonas syringae. Acta Physiologiae Plantarum 33, 1493-
1514,

Malik S. I., Hussain A., Yun B. W., Spoel S. H., Loake G. J. (2011): GSNOR-mediated de-
nitrosylation in the plant defence response. Plant Science 181, 540.

Mannick J. B., Schonhoff C., Papeta N., Ghafourifar P., Szibor M., Fang K., Gaston B. (2001):
S-Nitrosylation of mitochondrial caspases. Journal Cell Biology 154, 1111.

Manukhina E. B., Smirin B. V., Malyshev 1. Y., Stoclet J. C., Muller B., Solodkov A. P.,
Shebeko V. 1., Vanin A. F. (2002): Nitric oxide storage in the cardiovascular system.
The Biological Bulletin 29, 477— 486.

Marino S. M., Gladyshev V. N. (2010): Structural analysis of cysteine S-nitrosylation:
amodified acidbased motif and the emerging role of trans-nitrosylation. Journal
of Molecular Biology 395, 844—859.

Marquette C., Blum, L. (2008): Electro-chemiluminescent biosensing.  Analytical and
Bioanalytical Chemistry 390, 155—168.

Martinez M. C., Achkor H., Persson B., Fernandez M. R., Shafqat J., Farrés J., Jornvall H.,
Parés X. (1996): Arabidopsis formaldehyde dehydrogenase. Molecular properties of plant
class III alcohol dehydrogenase provide further insights into the origins, structure and
function of plant class p and liver class I alcohol dehydrogenases. Europe Journal
of Biochemistry 241, 849.

Martinez-Ruiz A., Lamas S. (2004): S-nitrosylation: a potential new paradigm in signal
transduction. Cardiovascular Research 62, 43.

Martinez-Ruiz A., Lamas S. (2007): Signalling by NO-induced protein S-nitrosylation and
S-glutathionylation: convergences and divergences. Cardiovascular Research 75, 220.

Marx C., Wong J. H., Buchanan B. B. (2003): Thioredoxin and germinating barley: targets and
protein redox changes. Planta 216, 454-460.

59



Meng L., Wong J. H., Feldman L. J., Lemaux P. G., Buchanan B. B. (2010): A membrane-
associated thioredoxin required for plant growth moves from cell to cell, suggestive of a role
in intercellular communication. Proceedings of the National academy of sciences of the
United States of America 107, 3900-3905.

Meyer Y., Vignols F., Reichheld J.P. (2002): Classification of plant thioredoxins by sequence
similarity and intron position. Methods in Enzymology 347, 394-402.

Moore J. W., Loake G. J., Spoel S. H. (2011): Transcription Dynamics in Plant Immunity. Plant
Cell 23, 2809 — 2820.

Moreau M., Lindermayr C., Durner J., Klessig D. F. (2010): NO synthesis and signaling
in plants — where do we stand? Physiology Plant 138, 372-383.

Neill S. J., Desikan R., Hancock J. T. (2003): Nitric oxide signalling in plants. New Phytologist
159, 11-35.

Neoseeds - semena: http://www.neoseeds.cz/cz/e-shop/c76428/hrach.html?page=2 (25. 4.
2018).

Noctor G., Mhamdi A., Chaouch S., Han Y. 1., Neukermans J., Marquez-Garcia B., Queval G.,
Foyer C. H. (2012): Glutathione in plants: an integrated overview. Plant Cell Environment
35, 454-484.

Noritake T., Kawakita K., Doke N. (1996): Nitric oxide induces phytoalexin accumulation
in potato tuber tissues. Plant Cell Physiology 37, 113—116.

Paige J. S., Xu G., Stancevic B., Jaffrey S. R. (2008): Nitrosothiol reactivity profiling identifies
S-nitrosylated proteins with unexpected stability. Chemical Biology 15, 1307.

Palmer R. M., Ferrige A. G., Moncada S. (1987): Nitric oxide release accounts for the
biological activity of endothelium-derived relaxing factor. Nature 327, 524-526.

Piterkova J., Luhova L., Hofman J., Tureckova V., Novak O., Petfivalsky M., Fellner M.
(2012): Nitric oxide is involved in light-specific responses of tomato during germination
under normal and osmotic stress conditions. Annals of Botany 110, 767-776.

Piterkova J., Mieslerova B., Sedlafova M., Luhova L., Lebeda A., Pettivalsky M. (2011): Dual
role of nitric oxide in Solanum spp. — Oidium neolycopersici interactions. Environmental
and Experimental Botany 74, 37.

Piterkova J., Pettivalsky M., Luhova L. (2008): Signalling Pathways of Nitric Oxide in Plants.
Chemicke Listy 102, 410.

Rafikova O., Rafikov R., Nudler E. (2002): Catalysis of S-nitrosothiols formation by serum
albumin: The mechanism and implication in vascular control. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 99, 5913.

Reichheld J. P., Mestres-Ortega D., Laloi C., Meyer Y. (2002): The multigenic family
of thioredoxin h in Arabidopsis thaliana: specific expression and stress response. Plant
Physiology and Biochemistry 40, 685.

Romero-Puertas M. C., Laxa M., Matte A., Zaninotto F., Finkemeier 1., Jones A. M. E.,
Perazzolli M., Vandelle E., Dietz K. J., Delledonne M. (2007): S-Nitrosylation of
Peroxiredoxin II E Promotes Peroxynitrite-Mediated Tyrosine Nitration. Plant Cell 19, 4120.

Rusterucci C., Espunya M. C., Diaz M., Chabannes M., Martinez M. C. (2007):
S-nitrosoglutathione reductase affords protection against pathogens in Arabidopsis, both
locally and systemically. Plant Physiology 143, 1282.

Sakamoto A., Tsukamoto S., Yamamoto H., Ueda-Hashimoto M., Takahashi M., Suzuki H.,
Morikawa H. (2003): Functional complementation in yeast reveals a protective role of
chloroplast 2-Cys peroxiredoxin against reactive nitrogen species. Plant Journal 33, 841.

Schonhoff C. M., Gaston B., Mannick J. B. (2003): Nitrosylation of cytochrome ¢ during
apoptosis. Journal of Biological Chemistry 278, 18265.

Semchuk N. M., Vasylyk V., Kubrak O. I, Lushchak V. I. (2011): Effect of sodium
nitroprusside and S-nitrosoglutathione on pigment content and antioxidant system
of tocopherol-deficient plants of Arabidopsis thaliana. Ukrainskii Biokhimicheskii Zhurnal
83, 69-79.

Sengupta R., Holmgren A. (2012): The role of thioredoxin in the regulation of cellular processes
by S-nitrosylation. Biochimica et Biophysica Acta-General Subjects 1820, 689—700.

60


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21841124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Loake%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21841124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3180793/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3180793/
http://www.neoseeds.cz/cz/e-shop/c76428/hrach.html?page=2
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/1632
http://www.scimagojr.com/journalsearch.php?q=16829&tip=sid

SenguptaR., RyterS. W., ZuckerbraunB. S., Tzeng B., Billiar T. R., Stoyanovsky D. A. (2007):
Thioredoxin catalyzes the denitrosation of low-molecularmass and protein S-nitrosothiols.
Biochemistry 46, 8472.

Serrano I, Audran C, Rivas S. (2016): Chloroplasts at work during plant innate immunity.
Journal of Experimental Botany 67, 3845-3854.

Serrato A. J., Romero-Puertas M. C., Lazaro-Payo A., Sahrawy M. (2018): Regulation by
S-nitrosylation of the Calvin-Benson cycle fructose-1,6-bisphosphatase in Pisum sativum.
Redox Biology 14, 409—-416.

Shahani N., Sawa A. (2011): Nitric oxide signaling and nitrosative stress in neurons: role for
S-nitrosylation. Antioxidants and Redox Signaling 14, 8.

Shi Y. F., Wang D. L., Wang C., Culler A. H., Kreiser M. A., Suresh J., Cohen J. D., Pan J.,
Baker B., Liu J. Z. (2015): Loss of GSNORI1 function leads to compromised auxin signaling
and polar auxin transport. Molecular Plant 8, 1350-1365.

Singh R. J., Hogg N., Joseph J., Kalyanaraman B. (1996): Mechanism of nitric oxide release
from S-nitrosothiols. Journal Biological of Chemistry 271, 18596.

Sirova J., Sedlafova M., Piterkova J., Luhova L., Pettivalsky M. (2011): The role of nitric oxide
in the germination of plant seeds and pollen. Plant Science 181, 560.

Staab C. A., Alander J., Brandt M., Lengqvist J., Morgenstern R., Grafstrom R. C., H66g J. O.
(2008): Reduction of S-nitrosoglutathione by alcohol dehydrogenase 3 is facilitated by
substrate alcohols via direct cofactor recycling and leads to GSH-controlled formation
of glutathione transferase inhibitors. Biochemistry Journal 413, 493.

Staab C., Hellgren M., Ho6g J. O. (2008): Medium- and short-chain dehydrogenase/reductase
gene and protein families: Dual functions of alcohol dehydrogenase 3: implications with
focus on formaldehyde dehydrogenase and S-nitrosoglutathione reductase activities. Cellular
and Molecula Life Sciences 65, 3950.

Stamler J. S., Toone E. J. (2002): The decomposition of thionitrites. Current Opinion
in Chemistry and Biology 6, 779.

Tada Y., Spoel S. H., Pajerowska-Mukhtar K., Mou Z., Song J., Wang C., Zuo J., Dong X.
(2008): Plant immunity requires conformational charges of NPR1 via S-nitrosylation and
thioredoxins. Science 321, 952-956.

Ticha T., Kubienova L., Luhova L., Pettivalsky M. (2016): Detection of S-nitrosoglutathione
reductase activity in plants. In: Plant Nitric Oxide: Methods&Protocols 1424 (Gupta K. J.,
Ed.) Springer International Publishing, 175-189.

Ticha T., Sedlafova M., Cincalova L., Drabkova-Trojanova Z., Mieslerova B., Lebeda A.,
Luhova L., Petfivalsky M. (2018): Involvement of S-nitrosothiols modulation by
S-nitrosoglutathione reductase in defence responses of lettuce and wild Lactuca spp. to
biotrophic mildews. Planta 247, 1203-1215.

Ticha T.,Lochman J., Cin¢alova L., Luhova L., Petiivalsky M. (2017): Redox regulation
of plant S-nitrosoglutathione reductase activity through post-translational modifications
of cysteine residues. Biochemical and Biophysical Research Communications 494, 27-33.

Tripathi D. K., Singh S.,; Singh S., SrivastavaP. K., Singh V. P., Singh S., Chauhan D. K.
(2017): Nitric oxide alleviates silver nanoparticles (AgNps)-induced phytotoxicity in Pisum
sativum seedlings. Plant Physiology and Biochemistry 110, 167-1717.

Tripathy B. C., Oelmiiller R. (2012): Reactive oxygen species generation and signaling
in plants. Plant Signaling & Behavior 7, 1621-1633.

Tuteja N., Chandra M., Tuteja R., Misra M. K. (2004): Nitric Oxide as a Unique Bioactive
Signaling Messenger in Physiology and Pathophysiology. Journal of Biomedicine and
Biotechnology 4, 227-237.

Vanin A. F. (1998): Dinitrosyl iron complexes and S-nitrosothiols: two possible forms of nitric
oxide stabilization and transport in biological systems. Biochemistry 63, 782—796.

Wawer L., Bucholc M., Astier J., Anielska-Mazur A., Dahan J., Kulik A., Wyslouch-Cieszynska
A., ZarebaKoziol M. K. E., Dadlez M., Dobrowolska G., Wendehenne D. (2010): Regulation
of Nicotiana tabacum osmotic stress-activated protein kinase and its cellular partner GAPDH
by nitric oxide in response to salinity. Biochemistry Journal 429, 73.

61


https://pubs.acs.org/author/Sengupta%2C+Rajib
https://pubs.acs.org/author/Ryter%2C+Stefan+W
https://pubs.acs.org/author/Zuckerbraun%2C+Brian+S
https://pubs.acs.org/author/Tzeng%2C+Edith
https://pubs.acs.org/author/Billiar%2C+Timothy+R
https://pubs.acs.org/author/Stoyanovsky%2C+Detcho+A
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231717306225?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231717306225?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231717306225?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231717306225?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22132317
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tich%C3%A1%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29061305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lochman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29061305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C4%8Cin%C4%8Dalov%C3%A1%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29061305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luhov%C3%A1%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29061305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pet%C5%99ivalsk%C3%BD%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29061305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29061305

Wendehenne D., Hancock J. T. (2011): New frontiers in nitric oxide biology in plant. Plant
Science 181, 507-508.

Wendehenne D., Pugin A., Klessig D. F., Durner J. (2001): Nitric oxide: comparative synthesis
and signaling in animal and plant cells. Trends in Plant Science 6, 177-183.

Wong J. H., Kim Y. B., Ren P. H., Cai N., Cho M. J., Hedden P., Lemaux P. G., Buchanan B.
B. (2002): Transgenic barley grain overexpressing thioredoxin shows evidence that the
starchy endosperm communicates with the embryo and the aleurone. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 99, 16325-16330.

Wu C., Parrott A. M., Liu T., Jain M. R., Yang Y., Sadoshima J., Li H. (2011): Distinction
of thioredoxin transnitrosylation and denitrosylation target proteins by the ICAT quantitative
approach. Jorunal of Proteomics 74, 2498-2509.

Xu S., Guerra D., Lee U., Vierling E. (2013): S-nitrosoglutathione reductases are low-copy
number, cysteine-rich proteins in plants that control multiple developmental and defense
responses in Arabidopsis. Frontiers in Plant Science 4, 430.

Xu Y., Ding J., Wu L. Y., Chou K. C. (2013): iSNO-PseAAC: predict cysteine S-nitrosylation
sites in proteins by incorporating position specific amino acid propensity into pseudo amino
acid composition. PLOS One 8, 55844

Yang L., Zhang D., Liu H., Wei C., Wang J., Shen H. (2018): Effects of a nitric oxide donor
and nitric oxide scavengers on Sorbus pohuashanensis embryo germination. Journal
of Forestry Research 29, 631-638.

Yu M., Yun B. W., Spoel S. H., Loake G. J. (2012): A sleigh ride through the SNO: regulation
of plant immune function by protein S-nitrosylation. Current Opinionin Plant Biology 15,
424-430.

Yun B. W., Feechan A., Yin M., Saidi N. B., Le Bihan T., Yu M., Moore J. W., Kang J. G.,
Kwon E., Spoel S. H., Pallas J. A., Loake G. J. (2011): S nitrosylation of NADPH oxidase
regulates cell death in plant immunity. Nature 478, 264-268.

Zaffagnini M., Morisse S., Bedhomme M., Marchand C. H., Festa M., Rouhier N., Lemaire S.
D., Trost P. (2013): Mechanisms of nitrosylation and denitrosylation of cytoplasmic
glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase from  Arabidopsis  thaliana.  Journal
of Biological Chemistry 288, 22777-22789.

Zandonadi D. B., Santos M. P., Dobbss L. B., Olivares F. L., Canellas L. P., Binzel M. L.,
Okorokova-Facanha A. L., Facanha A. R. (2010): Nitric oxide mediates humic acids-induced
root development and plasma membrane H+-ATPase activation. Planta 231, 1026-1035.

62



8 Seznam pouZzitych zkratek a symbolu

10,
2D-SNO-DIGE
ADH

BSA

BST

CV.

DTT

GAPDH

GSH
GSH-FALDH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSO,H
GSONH,;
GSSG

H,0,
HMGSH

M

MAT

MK

MMTS

N,03

NH,OH

NO
NO~
NO
NO*
NO,
NO,~
NOs~

Singletovy kyslik

Metoda 2D-Difference Gel Electrophoresis
Alkoholdehydrogenasa

Hovézi sérovy albumin

Metoda tzv. biotinového prepinace
Kultivar

Dithiothreitol
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
Redukovany glutathion
Glutathion dependentni formaldehyddehydrogenasa
N-hydroxysulfinamid
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
Glutathionsulfinova kyselina
Glutathionsulfinamid

Oxidovany glutathion

Peroxid vodiku
S-(hydroxymethyl)glutathion
Kovy
Methioninadenosyltransferasa
Mastné kyseliny
S-methylmethanthiosulfonat

Oxid dusity

Hydroxylamin

Nitroso skupina

Oxid dusnaty

Nitroxylovy aniont

Radikal oxidu dusnatého
Nitrosoniovy kationt

Oxid dusicity

Dusitany

Dusi¢nany
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NOS
NR
ns-1Hb
0O,

0>

0,

OH™
ONOO
PrxIIE
PTIO
PVDF
RNS
ROS
RS

RS’

RSH
RSNO
RUBISCO
SNO-RAC
SNOSID
Trx
TrxR
Trx-S,
Trx-SH,

Synthasa oxidu dusnatého
Nitratreduktasa
Nesymbioticky hemoglobin
Bimolekularni kyslik
Superoxid

Superoxidovy radikal
Hydroxylovy radikal
Peroxydusitan

Peroxiredoxin II E

2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide

Polyvinylidendifluoridova membréana
Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

Thiolovy aniont

Thiolovy radikal

Thioly

S-nitrosothioly
Ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenia
Metoda -Nitrosothiols Resin-Assisted-Capture
Metoda S-Nitrosothiols-Site Identification
Thioredoxiny

Thioredoxinreduktasa

Thioredoxin v oxidované formé

Thioredoxin v redukované formé
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