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CILE PRACE

1. Teoreticka ¢ast
Vypracovani literarni reSerSe shrnujici aktualni poznatky o S-nitrosylaci cysteinu
jako posttranslaéni modifikaci ovliviujici strukturu a aktivitu proteind a enzymu, a

klicové uloze S-nitrosoglutathionreduktasy v regulaci bunééné S-nitrosylace.

2. Experimentalni ¢ast
Cilem praktické &asti je charakterizace S-nitrosoglutahionreduktasy v Solanum
spp. a jeji uloze v obrannych mechanismech pfi abiotickém a biotickém stresu, studium

vlivu svételnych podminek na expresi a aktivitu GSNOR v semenaccich rajCete a
hrachu (Pisum sativum).



Teoreticka cast
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1.1. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je vnitrobuné&éna, kliC¢ova signalni molekula, ktera je spojena
s regulaci mnoha fyziologickych i patologickych funkci u Zivo&ichu a rostlin (Moncada
et al, 1991). VsavCich organismech se UuCastni procesu vasorelaxace,
neurotransmise, cytotoxicity a regulace imunitniho systému (lgnarro, 2002). U rostlin
reguluje fadu rostlinnych fyziologickych procesli a obrannych reakci rostlin. Podili se
na kli¢eni, rastu, kveteni, ¢innosti praduchd, lignifikaci bunééné stény, senescenci a
bunécné smrti (Lee et al., 2008). Dale je spojena s rostlinnou odpovédi na poranéni a

rizné formy stresu — biotického a abiotického (Gould et al., 2003).

V sav€ich burikach je oxid dusnaty produkovan c&innosti NO synthas (NOS,
EC 1.14.13.39). Tyto enzymy katalyzuji reakci, pfi které je oxidovan guanidinovy dusik
L-argininu a vznika citrulin a NO. Rozeznavame ftfi isoformy NOS a to konstitutivni
formy - endoteliarni, neuronalni a formu inducibilni (Hong et al., 2007). V rostlinnych
bunkach existence NOS nebyla doposud prokazana (Piterkova et al., 2008). DalSi
moznosti syntézy NO je €innosti enzymu nitratreduktasy (NR, EC 1.7.1.1). V nékterych
pfipadech je NO produkovan neenzymatickou cestou. V rostlinném apoplastu maze byt

dusitan pfeveden na NO za kyselého pH (Hong et al., 2007).

Signalni reakce NO zahrnuji tvorbu sekundarnich prenasecu, kterym je cyklicky
guanosinmonofosfat cGMP a cyklicky adenosindifosfat ribosa cADPR, které reguluji
hladinu cytosolického vapniku. Dale oxid dusnaty umoziiuje kovalentni modifikaci
proteinl jako je S-nitrosylace cysteinl a nitrace tyrosinu. Stabilni metabolit S-
nitrosoglutathion GSNO, vznikajici S-nitrosylaci, mize slouZzit jako pfenase¢ signalu
NO (Obr.1) (Parani et al., 2004).

Ca®* kanaly —®= volny ca’t
cGMP/
cADPR
MAPK a dalsi kinasy — g SIONEINI STt __ge huné&na odezva

NO

proteiny se signalni funkci

: \

GSNO g NO

/N

Obr. 1 Znazornéni signalnich drah oxidu dusnatého (pfevzato Piterkova et al., 2008).
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Nitrosativni stres bunék je indukovan patofyziologickou hladinou oxidu dusného
a S-nitrosothiold (Foster et al., 2009). Existuje velmi malo informaci o tomto typu
stresu v rostlinach. Reaktivni dusikaté radikaly RNS je oznaceni pro NO a od négj
odvozené molekuly jako napf. peroxynitrit ONOO", oxid dusity N,O3, S-nitrosoglutathion
GSNO, dusitan NO, nebo nitrosylovy kationt NO* (Valderrama et al., 2007). RNS
vznikaji ¢innosti NO, ktery velmi rychle reaguje s jinymi radikaly zejména ze skupiny
reaktivnich forem kysliku. Z biologického hlediska je nejvyznamnéjSi reakce NO se
superoxidovym radikalem za vzniku peroxynitritu, ktery je jednim z nejsilngjSich

oxidacénich Cinidel a zpusobuje fadu poskozeni bunék (Hong et al., 2007).

1.2. S-nitrosylace proteint

V zivocisnych buikach oxid dusnaty a dalSi dusikaté radikaly zprostifedkovavaji
posttranslacni modifikace jako je S-nitrosylace proteinl a tyrosinova nitrace. Jsou

spojeny s bunéénou signalizaci a patologickymi procesy (Obr. 2).

V rostlinnych burikach, znalost funkce téchto modifikaci za fyziologickych nebo

stresovych podminek je jesté v pocatcich (Corpas et al., 2008).

S—nitrosylace proteinl je modelem redoxné zaloZené posttranslacni modifikace,
ktera je podkladem pro signalni funkci NO béhem mnoha bunécnych odpovédi
(Stamler et al.,, 2001). Zakladem je navazani NO skupiny na cysteinova rezidua
proteind a peptidu, a tim pozménéni jejich funkce (Corpas et al., 2008). U zZivocicha je
proces S-nitrosylace spojen s ur€itym poctem patofyziologickych situaci, které mohou
pfispivat k nitrosacnimu stresu, u rostlinnych bunék existuje o této modifikaci velmi
malo informaci (Barroso et al., 2006). Proteomickou analyzou byly identifikovany

nékteré proteinové cile této modifikace (Lindermayr et al., 2005).
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a
NO
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ONOOr

GéNo \
Denitrase?
gys-S-NO var-NOZ

Protein S-nitrosylation Protein tyrosine nitration

Cell Signaling

Obr. 2 Hypoteticky model posttranslaénich modifikaci proteint reaktivnimi formami

dusiku (pfevzato Corpas et al., 2008).

1.3. S-nitrosothioly

S-nitrosothioly (SNOs) jsou endogenni metabolity oxidu dusnatého se
strukturou R-SNO. Obecné Ize reakci vzniku SNOs popsat jako elektrofilni atak atomu
siry cysteinu nebo homocysteinu nitrosoniem NO®, av$ak byly prokazany i reakce
zahrnujici nitroxyl NO™ a radikal NO-. V savcich tkanich se koncentrace S-nitrosothioll
pohybuje od nM az uM arovné. Syntéza, aktivace a katabolismus SNOs jsou pfisné
regulovany (Gaston et al., 2003). NejvyznamnéjSimi  S-nitrosothioly jsou
nizkomolekularni S-nitrosoglutathion, S-nitrosocystein, ktery se vyskytuje pouze jako
soucast proteinu a také S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamin (Obr. 3). GSNO slouzi jako
rezervoar a donor oxidu dusnatého (Singh et al., 1996). Mezi nejvyznamnéjsi
proteinové S-nitrosothioly u savcl patfi S-nitrosohemoglobin a S-nitrosoalbumin
(Stamler et al., 1992).
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CONHCH,COOH NHCH,COOH
H=3 NHCOCH,CHCHIN)COOH ~ ON—§ NHCOCH,CH,CHNH)CO0H
H i
Glutathione S-Nitrosoghutathione
(GSH) (GSNO)
H
-5 NH; OMN—5
i ol
L-Cysteine S-Nitroso-L-cysteine
(CySH) (CySNO)
COOH COOH
H—3§ NHCOCH; ON=35 NHCOCH;
CH;:HJ " CHy
N-Acetyl-DL-penicillamine S-Nitroso N-acetyl-DL-penicillamine
(NAP) (SNAP)

Obr. 3 Struktura thiold a S-nitrosothiolu (pfevzato Singh et al., 1996).

1.3.1. Syntéza SNOs

V biologickych systémech tvorba SNOs vyZaduje pfitomnost elektronového
akceptoru. Pfredpoklada se, zZe akceptorem muze byt napf. kyslik. Reakce poté probiha
v poradi (Gow et al., 1997):

2 NO + O, —» 2NO;,
NO; + NO —»N,0; —» (NO"...NO;)
(NO™...NO;) + RSH —»RSNO + HNO, RSH = thiol RSNO = S-nitrosothiol

Byly popsany konzervované motivy pro S-nitrosylaci proteinu skladajici se z 3 hlavnich
aminokyselinovych uskupeni (KRHDE) — (C) — (DE), které pfedpovidaji moznost S-

nitrosylace cystein v hydrofobnich proteinovych doménach (Stamler et al., 1997).
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Ceruloplasmin je pfikladem enzymu, ktery se podili na syntéze nizkomolekularnich
SNOs obzvlasté S-nitrosogluathionu GSNO (Inoue et al., 1999).

1.3.2. Biologické reakce SNOs

Reakce S-nitrosothioll zahrnuji tfi nejdllezitéjSi procesy - uvolnéni NO,

transnitrosacni reakci a S-thiolaci (Obr. 4).

RS  NO»

A
Direct Effects | R'SNO + RSH

W pe

h --.-’___.-"
Cu+
L verry )

RSH + N R'SSR + NO

RSSR + NO-

Obr. 4 Reakce S-nitrosothioll (pfevzato Hogg, 2000).

1.3.2.1. Uvolnéni NO

V pfitomnosti iontd kovl médi a Zeleza je mechanismus uvolnéni NO velmi
dobfe prozkouman. Pro ionty médi ho mizeme shrnout do rovnic (Williams, 1996):
2 GSNO + Cu”* —» GSSG + Cu™ + 2 NO-
GSNO + Cu" — GS +NO + Cu*

Médnaté ionty mohou pfimo a katalyticky rozkladat S-nitrosothioly. Tato reakce
generuje NO a disulfid thiolu. Av8ak atomy mé&di nerozkladaji GSNO kompletné, GSSG
je velmi dobrym chelatorem Cu?®* a maze inhibovat rozklad GSNO (Singh et al., 1999).
Za ucasti redukujicich Ciniteld jako thiold nebo askorbatu, médnaté ionty mohou byt

redukovany na médné ionty, které poté redukuji GSNO na thiolovy aniont a NO. Tato
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reakce je daleko snadnéjsi a dusledkem toho redukujici Cinitelé podstatné urychluji
rozklad S-nitrosothiolt (Dicks et al., 1996).

1.3.2.2. Transnitrosacni reakce

Transnitrosaéni reakci muzeme definovat jako pfenos NO skupiny z
S-nitrosothiolu na dalSi thiol:
RSNO + R'SH > RSH + R'SNO

Tato reakce je reverzibilni a produktem je opét thiol a S-nitrosothiol (Hogg ,1999).

Transnitrosace je pouzivana jako cesta pfenosu NO ze slouceniny na slou€eninu
uvnitf bunék a reprezentuje potencionalni mechanismus modifikace aktivity proteina.
V podstaté S-nitrosylace proteinovych thiold bunénym GSNO miize pFedstavovat
jednu ze slozek regulace biologické aktivity proteint. S-nitrosylace predstavuje dalezity

zpusob bunécné signalizace (Mannick et al., 1999).
1.3.2.3. S-thiolace

Tato reakce zahrnuje nukleofiini atak siry na S-nitrosothiolu thiolatovym
aniontem. Produktem je disulfid a NO™:
RSNO + R'S"—» RSSR + NO’

Proteinova S-thiolace je povaZovana za intracelularni odpovéd na oxidativni stres
buriky. Nedavno bylo ukazano, ze inkubace enzyml s RSNO vede jak k S-nitrosylaci
tak S-thiolaci. Vystaveni bunék oxidim dusiku vede k rozsahlé intracelularni S-thiolaci
(Padgett & Whorton, 1998). Jde o stabilngjsi modifikaci nez je S-nitrosylace.
Produktem reakce je kromé disulfidi i NO, ktery nejcastéji reaguje s kyslikem za tvorby

peroxynitritu (Fukuto et al., 1993).
1.3.3. Regulace funkce proteint S-nitrosylaci

Jako proteinové substraty S-nitrosylacni reakce byly popsany proteinkinasy,
fosfatasy, iontové kanaly, metabolické a regulaéni enzymy, cytoskeletalni a strukturni

proteiny, transkripéni faktory, oxidoreduktasy a respiracni proteiny (Hess et al., 2005).
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Oxid dusnaty se velmi dobfe vaze na hemoproteiny, kde s atomy Zeleza tvofi
komplexy. Prikladem je sav€i guanylatcyklasa (GC, EC 4.6.1.2) jez je kliCovym cilem
NO. Oxid dusnaty se vaze na hemovou skupinu uvnitf regulacni domény a tvofi
komplex, ktery je vyZadovan pro aktivaci guanylatcyklasy, ktera tak generuje cyklicky
guanosinmonofosfat. Zvy3ena hladina cGMP  aktivuje = cGMP-dependentni
proteinkinasy, které reguluji fadu pochodd bunééné aktivity (Hofmann et al., 2000).
Dimethylarginindimethylaminohydrolasa (DDAH, EC 3.5.3.18) se uCastni metabolismu
argininu a ve své struktufe obsahuje SNO motiv. S-nitrosylaci cysteinu 249 vede
k inhibici aktivity DDAH (Leiper et al.,, 2002). Podobné je to u dalSich enzymu
metabolismu argininu a to argininglycinamidinotransferasy (EC 2.1.4.1) a
arginindeiminasy (EC 3.5.3.6). Kromé toho ornitindekarboxylasa (EC 4.1.1.17), ktera
katalyzuje pfeménu ornitinu na putrescin je inhibovana S-nitrosylaci v aktivnim misté
thiolu (Bauer et al., 2001). Uvolnéni vapenatych iontl ze sarkoplasmatického retikula je
kontrolovano ryanodinovym receptorem RyR1. NO, ktery je generovan neuronalni
NOS, se vaze prostfednictvim S-nitrosylace na cysteinové reziduum 3635 a dochazi
tak k aktivaci ryanodinového receptoru (Eu et al., 2000). Methioninadenosyltransferasa
(MAT, EC 2.5.1.6) katalyzuje biosyntézu S-adenosylmethioninu, ktery je substratem
pro tvorbu polyamind a rostlinného hormonu etylenu. U savcl existuji dvé isoformy
MAT, kde pouze jedna a to MAT1A je regulovana S-nitrosylaci (Avila et al., 1997). V
tomto pfipadé NO negativné reguluje biosyntézu etylenu inhibici aktivity MAT
(Lindermayr et al., 2005). Metakaspasa 9 (EC 3.4.22.-) z Arabidopsis thaliana AtMC9
je nitrosylovana na cysteinu v aktivnim misté in vivo. Tato postransla¢ni modifikace
potlacuje jeji proteolytickou aktivitu (Belenghi et al., 2007).
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (EC 1.2.1.9.) je inhibovana S-nitrosylaci, stejné
jako transkrip&ni faktor AtMYB2. Ten je nitrosylovan na cysteinu 53 a tato modifikace
inhibuje vazbu faktoru na DNA (Serpa et al., 2007).

1.3.4. Katabolismus SNOs

Soucasny pohled na biologicky rozklad S-nitrosothiolt in vivo je odvozen ze
znalosti o snadné dekompozici téchto sloucenin in vitro vlivem askorbatu, thioll nebo
iontd médi. Rada enzym( se téZ podili na katabolismu S-nitrosothiolt in vivo. Jde o
thioredoxinovy systém, glutathionperoxidasu (EC 1.11.1.12), y-glutamyltranspeptidasu
(EC 2.3.2.2), xantinoxidasu (EC 1.17.3.2) a S-nitrosoglutathionreduktasu (GSNOR),
diive glutation-dependentni formaldehyddehydrogenasa (FALDH, EC 1.2.1.1))
(Tab. 1) (Liu et al., 2001).
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Tab. 1 Enzymové systémy, které katalyzuji rozklad GSNO u Clovéka; ND neni uréeno
(pFevzato Staab et al., 2008a).

Kinetické parametry

Produkt reakce

Enzym
GSNHOH je
pfeménén:
Km = 11uM
Koo = 1200 min™ 2) GSONH:
ADH3 cat = b) GSSG a NH,OH
Kea/ KM = 110min™pM™
Reakce je NADH
dependentni
Km = 5,6uM
— sa-l
Qg;;n Kear= 0,3 min GSSG aNO
superoxiddismutasa Kee/KM = 0,05min"uM-
Gluathionperoxidasa ND GSSGaNo
Km = 60uM
: L, H GSH, NO a O,
Thioredoxinovy Kear= 36 min™

systém

Kea/Km = 0,6minpM*

Reakce je zavisla na
kysliku

Xantinoxidasa

ND

GSH, NO a O,

1.4. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)

S-nitrosoglutathionreduktasa je téz znama jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (FALDH) a alkoholdehydrogenasa 11l (ADH3, EC 1.2.1.1).
Jde o kliCovy enzym v regulaci hladiny S-nitrosothiol( a také detoxifikaci endogenniho

a exogenniho formaldehydu (Staab et al., 2008a).

1.4.1. Charakteristika GSNOR

GSNOR se vyskytuje v prokaryotickych i eukaryotickych organismech.
Genovym screeningem a srovnanim sekvenci v§ech ¢lenu rodiny alkoholdehydrogenas
se ukazalo, ze rodina ADH3, do které patfi GSNOR, je jejich vyvojovym predkem.

Univerzalni pfitomnost a strukturni zachovalost naznacuje, ze tyto enzymy vykonavaji
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esencialni funkci v Zivych organismech. Podili se na signalizaci a metabolickych
drahach (Staab et al., 2008a). GSNOR je také nazyvana glutation-dependntni
formaldehyddehydrogenasa (FALDH), ktera katalyzuje NAD® - dependentni oxidaci
S-hydroxymethylglutathionu na S-formylglutathion. Dlouho bylo navrhovano, Ze
primarni funkci FALDH v biologickych systémech je detoxifikace endogenniho a
exogenniho formaldehydu. AvSak nedavné studie poskytly pfesvédcivé dikazy, ze
FALDH je zapojena do metabolismu S-nitrosothioll jako je S-nitrosoglutathion, ktery je
prirodnim rezervoarem NO. Vysledkem charakterizace odpovédného enzymu bylo

pfifazeni nazvu S-nitrosogluathionreduktasy GSNOR (Sakamoto et al., 2002).

1.4.2. GSNOR v oxidativnich drahach

1.4.2.1. Metabolismus formaldehydu

U fady organismu se vyvinul u€inny systém detoxifikace formaldehydu, ktery byl
nedavno klasifikovan jako lidsky karcinogen. Formaldehyd vznika z mnoha exogennich
a endogennich zdroju (Staab et al., 2009). Polarizovana karbonylova skupina vykazuje
vysokou reaktivitu, a proto muze atakovat DNA a proteiny za vzniku mutagennich
sloucenin napf. DNA-DNA, DNA-protein. Reaktivita formaldehydu vi¢i DNA vede tedy
kromé& mutagennich ucinkud i k chromozomalnim zménam, které v kombinaci s aktivaci
proliferace formaldehydem jsou zakladem jeho karcinogenity. Formaldehyd je
uvolhovan béhem intracelularniho metabolismu endogennich latek a také je produktem
oxidativni demethylace xenobiotik pomoci cytochrom P450 enzymu. V pfipadé
genotoxickych a cytotoxickych efektu formaldehydu neni pfekvapenim, Ze se vyvinulo
nékolik detoxifikaCnich systémd. U Cc&lovéka jsou znamé dvé formy enzymu
aldehyddehydrogenasy — cytosolickd a mitochondrialni, které pfimo metabolizuji
formaldehyd. GSNOR (ADH3) je nejvice efektivnim formaldehyd-metabolizujicim
enzymem in vitro ze vSech doposud popsanych enzymi a také pravdépodobné
dostate¢né ucinnym za bunéénych redoxnich podminek - jako je pfitomnost glutationu
v mM koncentraci a vysoky pomér NAD*/NADH (Staab et al., 2008a). GSNOR (ADH3)
je hlavnim detoxifikanim systémem formaldehydu v jadfe a cytosolu (Staab et al.,
2009).
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1.4.2.2 Metabolismus etanolu

GSNOR (ADH3) vykazuje velmi nizkou aktivitu k etanolu. Lidské enzymy
ukazuji nehyperbolickou kinetiku etanolu az do koncentrace 3,5M. ADH 3 tedy hraje
jen minoritni roli v jaternim alkoholovém metabolismu, protoZe koncentrace etanolu
zfidka pfesahne 50 mM hodnotu (ekvivalentni k 2,3%0 koncentraci v krvi). Hlavni
cestou detoxifikace etanolu v jatrech je formou ADH1 enzymd. Vyznamné mnozstvi
etanolu je metabolizovano uz v zalude¢nim lumenu, kde koncentrace etanolu mize
dosahnout 1,5 M (Staab et al., 2008a).

1.4.2.3. Metabolismus mastnych kyselin a w-hydroxymastnych kyselin

V zavislosti na délce uhlikatého fetézce se v alkalickém pH, mastné kyseliny
mohou chovat jako aktivatory oxidace kratkych fetézcu alkoholu (Staab et al., 2008a).
Optimalni délka aktivatoru je kolem 10 uhlikl. Oxidace etanolu je vysSi diky kyseliné
oktanové nebo oxidace methylkrotylalkoholu je aktivovana pentanovou kyselinou
(Moulis et al., 1991). Na rozdil dodekanova kyselina inhibuje ADH3 bez ohledu na
substrat. Ze vS8ech w-hydroxymastnych kyselin je nejlepSim substratem pro ADH3
12-hydroxydodekanova Kkyselina. Aktivita zavisla na délce fetézce ukazuje rozméry
velkého aktivniho mista. Arg114 v aktivnim misté enzymu je podstatny pro aktivaci
mastnymi kyselinami stejné jako pro oxidaci 12-hydroxydodekanové kyseliny a
S-hydroxymethylglutathionu. Neni jasné, zda aktivace nebo inhibice GSNOR mastnymi
kyselinami je fyziologicky vyznamna. Aktivace oxidace etanolu zfejmé neni dostatecné
vyznamna pfi fyziologickém pH, aby umoznila GSNOR (ADH3) vyznamné pfispét
k detoxifikaci etanolu. Je mozné, ze inhibice GSNOR (ADH3) dodekanovou kyselinou
hraje roli in vivo, protoze mastné Kkyseliny jsou vSudypfitomné a ochotné
transportovany do bunék (Glatz et al., 1997). Kromé toho cytochrom P450 enzymy a
dalSi jsou schopné katalyzovat w-hydroxylaci mastnych kyselin majici za nasledek
endogenni vznik 12-hydroxydodekanové kyseliny a dalSich w-hydroxymastnych kyselin
(Staab et al., 2008a).

1.4.2.4. Metabolismus retinolu

Ugast GSNOR (ADH3) na metabolismu byla studovana u mysi, kde oxidace

all-trans-retinolu pusobenim GSNOR in vitro je velmi pomala ve srovnani s ADH1 a
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ADH4. Nicméné u Adh3-deficientnich mySi bylo prokazano vyznamné snizeni
koncentrace all-trans retinové kyseliny v séru, coz poskytuje dilkaz o zapojeni GSNOR

(ADHB) pfi syntéze kyseliny retinové in vivo (Staab et al., 2008a).

1.4.3. Role GSNOR v homeostaze NO

Jak uz bylo zminéno, signalizace NO je C¢aste€né zprostfedkovana
S-nitrosylaci. S-nitrosylované proteiny se zdaji byt v transnitrosani rovnovaze s
S-nitrosoglutathionem, nejbéznéjsim nizkomolekularnim S-nitrosothiolem.
V pfitomnosti NADH je GSNO efektivné a ireverzibilné redukovan prostiednictvim
GSNOR S-nitrosothioly jsou metabolizovany nékolika enzymy, jak uz bylo popsano
v kapitole o katabolismu SNOs. GSNO jako jediny doposud znamy enzym metabolizuje
GSNO bez uvolnéni NO. Diky vysoké hodnoté k../Km jde o nejefektivnéjsi aktivitu
mezi vSemi navrhovanymi aktivitami za pfedpokladu, Ze je pfislusny kofaktor NADH
pfitomen. GSNOR nepfimo fidi koncentraci proteinovych S-nitrosothioll a timto

zpUsobem muze plinit dilezitou regulacni funkci v signalizaci NO.

GSNOR zprostfedkovana redukce GSNO je pod kontrolou bunééného
redoxniho potencidlu. GSNO je redukovan na meziprodukt, ktery muze byt bud
pfeskupen na odpovidajici glutathionsulfinamid (GSONH,) nebo muze s dalsi
molekulou glutathionu vytvofit gluathiondisulfid (GSSG). Typicka bunétna koncentrace
GSH v mM rozmezi zpomaluje ADH3 reakci a zamezuje tvorbé sulfonamidu (Staab et
al., 2008a). Koncentrace GSH podléha intracelularnim fluktuacim. VycCerpani GSH je
typické napf. pfi oxidativnim stresu a pfi riznych nemocich jako HIV, Parkinsonova
choroba a onemocnéni jater (Staab et al., 2008b). In vitro nizké koncentrace GSH
podporuji vznik GSONH,, ktery je spontanné hydrolyzovan na odpovidajici sulfinovou
kyselinu (GSO,H). PFi vysoké intenzité oxidativniho stresu je kyselina sulfinova
oxidovana na kyselinu glutathionsulfonovou (GSO3z;H). GSONH,, GSO,H a GSOsH
zvy8uji moznou inhibici glutathiontransferas, které jsou soucasti obranného
mechanismu proti xenobiotikim (Obr. 5) (Staab et al., 2008b).

-21-



(N0, N, NOs, .0) (NO, N, NO;, N,0)
[}

636 GSNO FGSH 035 ¢+ GSNO FaSH
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Obr. 5 Modely pro tvorbu produktd €innosti ADH3 v zavislosti na koncentraci GSH; A —
koncentrace GSH je dostupna, reakci se tvofi glutathiondisulfid a hydroxylamin.
Nedochazi k inhibici mikrosomalni gluathion-S-transferasy MGST1; B — koncentrace
GSH je vyCerpana, reakci vznika glutathionsulfinamid, kys. glutathionslufinova a
glutathionfulfonova. To pfispiva k oxidacnimu stresu a inhibici MGST1 (pfevzato Staab
et al., 2008b).

1.4.4. Struktura S-nitrosoglutathionreduktasy

Jako jiné enzymy zrodiny alkoholdehydrogenas, GSNOR ma& homodimerni
strukturu se dvéma zineCnatymi ionty na kazdou 40 kDa podjednotku. Zatimco jeden
zine€naty iont vykonava strukturni funkci, druhy iont funguje jako Lewisova kyselina,
ktera aktivuje substrat v aktivnim misté enzymu. Aktivni misto je lokalizovano ve

Stérbiné mezi katalytickou doménou a vazebnou doménou pro koenzym. GSNOR jako
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ADH3 se odliSuje od ostatnich etanol oxidujicich alkoholdehydrogenas substratovou

specifitou a kinetickymi parametry.

Ve vztahu k substratové specifité, rezidua 53-59 a 113-120 jsou situovana dale
od aktivniho mista, které se tim podstatné zvétsi a vytvofi rozSifeny vstup do vazebné
domény pro substrat. To je jednim zrozdili GSNOR (ADH3) oproti klasickym
alkoholdehydrogenasam typu |. Aktivni misto je tedy vytvofeno tak, Zze nemuize byt
nasyceno etanolem, nybrz je uzplsobeno pro vazbu vétSich substratl jako je GSNO,
hydroxymethylglutathion, stfedné dlouhé fetézce alkoholll, aldehydy a w-

hydroxymastné kyseliny (Staab et al., 2008a).

Nékolik rezidui v aktivnim misté hraje dulezitou roli. Patfi mezi né Arginin114,
ktery poskytuje pozitivni naboj ve vazebném misté, usnadnuje vazbu a spravnou
orientaci negativné nabitych substratu, aktivator(l a inhibitord. Arginin114, misto zinku a
v mensi mife i rezidua Thr46, Asp55 a Glu57 jsou dulezita pro schopnost vazby
S-hydroxymethylglutathionu a s nejvétsi pravdépodobnosti i GSNO (Obr. 6) (Staab et
al., 2008a).

Obr. 6 Dimerni struktura a aktivni misto lidské GSNOR. Dimerni struktura ukazuje oba
monomery (Zluty a zeleny), atomy zinku jsou znazornény modfe. Vpravo je zobrazeno
aktivni misto se zakreslenym koenzymem NAD" a substratem GSNO (pfevzato ze
Staab et al., 2008a).
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1.4.5. Substatova specifita GSNOR

GSNOR katalyzuje oxidaci stfedné dlouhych a dlouhych fetézct alkoholl na
aldehydy za uc¢asti NAD*. Etanol je velmi slabym substratem. Alkoholy, které maji
fetézec delSi nez 4 uhliky jsou mnohem efektivnéji oxidovany nez etanol. DalSim
substratem je spontanni adukt glutationu a formaldehydu S-hydroxymethylglutathion,
jehoz oxidaci je GSNOR zapojena do detoxifikace endogenniho a exogenniho
formaldehydu. Poslednim vyznamnym substratem je S-nitrosoglutathion, ktery je
redukovan GSNOR za pomoci koenzymu NADH a hraje tedy vyznamnou roli
v homeostaze NO (Obr. 7) (Staab et al., 2008a).

GSNOR o
HQ\»/"‘a/”“m/f“w/ﬂxvfhxv/ﬂ“ ~ \\/f\\//x\wfﬁ\y/ﬁ\m//\\/;ﬁx
OH \ OH

12-hydroxydodecanoic acid 12-oxododecanoic acid
(12-HDDA) (12-ODDA)
0
EHZOH j,
GSH o ” 0 NAD*  NADH 0 0 0
=0 N\ » | i L&» /) n
HO) //"MNHNJOH ADH3 HOJ /"MN \)J\OH
H H
NH, 0 NH, 0
(hydroxymethyl glutathione, HMGSH) (S-formylglutathione)
0°r|¢
GSH S NADH  NAD' H,NOS
0 0 0 0 0 0
. H H
o ——  JULIC, e ST,
0 NH, rearrangement 0 NH,
(S-nitrosoglutathione, GSNO) (glutathione sulfinamide, GSNOH,)

NAD'  NADH ?
\__/ AL
ADH3

(all-trans-retinol) (all-trans-retinal)

Obr. 7 Reakce, které katalyzuje ADH3 (pfevzato Thomson et al., 2009).
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1.4.6. Kinetické parametry

Staab et al., 2008b ve své studii charakterizovali kinetické parametry ADH3.
Pouzili rekombinantni lidskou ADH3 exprimovanou v E. coli a substraty GSNO a
HMGSH (Tab. 2). Hodnota konstanty Km pro HMGSH byla pfiblizné 100x mensi nez
pro GSNO. Katalyticka konstanta byla 10x vy$8i pro redukci GSNO avSak katalyticka
efektivita byla asi 10x vy3Si pro HMGSH. GSH inhibuje ADH3 redukci GSNO v mM

koncentracich a je modelem nekompetitivni inhibice (Staab et al., 2008b).

Tab. 2 Kinetické parametry pro GSNO a HMGSH; hodnoty byly méfeny pfi 340 nm
v 0,1 M fosfore¢nanu draselném pH 7,5, 24 mM NAD" a 1 mM GSH pro oxidaci
HMGSH, 0,1mM NADH, koncentrace GSNO 5-60uM (pfevzato Staab et al., 2008b).

HMGSH GSNO
K (12M) 0124002 111429
K (min=1) 150+ 10 1200 + 150
koK o (min=" - M=) 1300 + 210 1104 30

K, (GSH) (mM) nd. 143+13

Nedavné studie identifikovaly nové inhibitory GSNOR. Jak jiz bylo zminéno,
kyselina dodekanova funguje jako inhibitor GSNOR. Dalsi tfi slou€eniny vykazaly
vysokou afinitu a specificnost k inhibici GSNOR (Obr. 8) (Sanghani et al., 2009).

Provedené studie ur€ili mechanismus, kterym latky C1-C3 inhibuji funkci
GSNOR. Jednotlivé latky se ukazaly byt nekompetitivnimi a akompetitivnimi inhibitory
proti rdznym koncentracim GSNO a NADH. Dalsi pokusy s kyselinou dodekanovou
jako inhibitorem GSNOR urcili komplex, na ktery se inhibitor vaze. Dodekanova
kyselina je nekompetitivnim inhibitorem a vaze se bud na enzym samotny nebo na
komplex enzym-NADH. Slouceniny C1-C3 jsou také nekompetitivnimi inhibitory, které
se vazi na komplex enzym-NADH nebo na komplex enzym-NAD®. Ve zkratce tedy
inhibi¢ni studie ukazaly, Ze latky C1-C3 se vazi do aktivnhiho mista a tvofi komplexy
GSNOR-NADH-Inhibitor, GSNOR-NAD"-Inhibitor a GSNOR-Inhibitor (Sanghani et al.,
2009).
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No. Compound name Structure % ICs at

inhibi pH 7.5
tion (uM)
pH10 pH7.5
Dodecanoic acid 4 19 212

C1  3-[1-(4-acetylphenyl)-5- 2 o
phenyl-1H-pyrrol-2- © 78 93 1.3
yl]propanoic acid ?

(o]

C2  5-chloro-3-{2-[(4- . ¢
ethoxyphenyl)(ethyl)amino]- Q 55 91 2.4
2-oxoethyl}-1H-indole-2- 8
carboxylic acid c7H§N %

C3  4-{[2-[(2-cyanobenzyl)thio]-
4-oxothieno|3,2- o 15 95 1.1
d]pyrimidin-3(4H)- ST X
yl]methyl}benzoic acid " sﬁ@

NC

Obr. 8 Struktury ucinnych inhibitord GSNOR (pfevzato Sanghani et al., 2009).

1.5. Vlastnosti a funkce GSNOR u zivoc¢ichu

GSNOR (ADH3) byla vyvojové konzervovana od bakterii az po obratlovce a je tedy
evoluénim prfedkem rodiny alkoholdehydrogenas. Genova duplikace a mutace
v aktivnim misté daly vzniknout novym genim, které u ¢lend ADH (EC 1.1.1.1) mohou
vyvolat ztratu schopnosti metabolizovat formaldehyd nebo ziskat aktivitu va¢&i kratkym
fetézcim alkoholl jako je napf. etanol (Engeland et al., 1993). GSNOR (ADH3) je
pritomna v hlodavCich tkanich a v8ech dospélych lidskych tkanich jako placenta,
mozek plodu, plice, jatra a ledviny. GSNOR (ADH3) se zda byt exprimovana jako
jedina z ¢lent ADH v lidské a hlodav¢i mozkové tkani. Distribuce uvnitf mozkové tkané
je podobna u hlodavct i lidi a zahrnuje expresi v mozkové kure, hippokampu, stfednim
mozku a mozecku. V ramci subcelularni distribuce je GSNOR (ADH3) lokalizovana
v cytoplasmé a jadru nékolika typl bunék. NejvySSi exprese je v bazalnim epitelu.
Hladina mRNA GSNOR je vyssi u proliferujicich bunék in vitro i in vivo. U ¢lovéka byly
transkripty GSNOR detekovany v plicich, jatrech, mozku a ledviné plodu. U mysi byly
transkripty GSNOR detekovany 13. den po poceti a to v mozku, jatrech, nadledvinkach

a ve spojivkovém, Cichovém a stfevnim epitelu (Edenberg et al., 1995).
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Srovnani sekvenci GSNOR (ADH3) a ADH1 mezi mySi a Clovékem, ukazalo vysoky
stupen ortologie — 93 % a 83 % (Edenberg et al., 1995). Oblast promotoru GSNOR je
daleko méné zachovana u jednotlivych druh( oproti promotorové oblasti ADH1. Tyto
vysledky ukazuji, ze ackoliv je funkce GSNOR velmi dllezita, jeji regulace muze byt
pomérné odliSna u jednotlivych druhl. 5 region lidské GSNOR sdili malou homologii
s dalSimi lidskymi tfidami ADH na rozdil od dalSich &lent alkoholdehydrogenas. 5°
konec lidské i hlodavéi ADH3 postrada TATA box a obsahuje mnoho CG para. Tyto
vlastnosti jsou typické pro tzv. housekeeping geny. Lidska ADH3 také obsahuje dvé
startovaci mista upstream od ORF (open reading frame), coz je charakteristické pro
geny s regulacni funkci jako jsou rustové faktory, transkripéni faktory a geny zahrnuté
v signalni transdukci (Thomson et al., 2009). Nasledujici tabulka ukazuje vyskyt ADH

tfid u jednotlivych organisma (Tab. 3).

Tab. 3 Vyskyt ADH tfid u jednotlivych organismU (pfevzato Duester et al., 1999).

organismus Trida | Tfidall  Tridalll TtidalV ~ TfidaV ~ TridaVl  Trida VIl
Clovék ADH1A ADH2 ADH3 ADH4 ADH5
ADH1B
ADH1C
Mys ADH1 ADH2 ADH3 ADH4
Krysa ADH1 ADH2 ADH3 ADH4 ADH6
KfeCek ADH1 ADH6
Kan ADHI1E ADH3
ADH1S
Pavian ADH1B
ADH1C
Opice ADH1A
Kralik ADH1 ADH2A
ADH2B
Hlodavec ADH1
Slepice ADH1 ADH3 ADH7
Krepelka ADH1
Pstros ADH1 ADH2
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Kiwi ADH1

Aligator ADH1
Kobra ADH1
Jestérka ADH1A ADH3
ADH1B
Zaba ADH1 ADH4
Karas ADH1 ADH3H
ADH3L
Zralok ADH3A
ADH3B

1.6. Vlastnosti a funkce rostlinné GSNOR

S-nitrosoglutathionreduktasa byla nalezena i v rostlinach. Charakterizovana byla
nejdfive u Arabidopsis thaliana a poté i u dalSich modelovych rostlin jako je hrach,
ryze, kukufice, slunecnice a raj¢e (Sakamoto et al., 2002).

Enzymova struktura GSNOR z Arabidopsis thaliana, odvozena z cDNA sekvence
odpovida komplexnimu systému alkoholdehydrogenas a ukazuje, Ze vSechny formy
zivota sdileji alkoholdehydrogenasovy typ 3. Odpovidajici mMRNA ma délku 1,4kb, je
pfitomna ve v8ech organech rostlin a byla nalezena pouze v jedné kopii v genomu
(Martinez et al.,, 1996). GSNOR z Arabidopsis thaliana ukazuje typickou strukturu
ADH3 se 69-89 % shodou s odpovidajici formou ADH3 u ¢lovéka a hrachu (Shafgat et
al., 1996). Vyhodnocenim rezidui v aktivnim misté bylo zjiS§téno, Zze 3 z 23 hlavnich
rezidui jsou odliSna uvnitf ADH3 enzymu a z toho dvé z téchto tfi zmén u rostlinnych
sekvenci (Obr. 9) (Martinez et al.,1996).

Substrate-interacting residues Coenzyme-interacting residues

o # o W o0 1 B oo W o®% N moW oM Wom W ! oW

Aall T H Y{FIM DRi{SIVA LFV HTYTVDIKIINR
Peall T HY|{FIM DRIA\IVA LFV HTYTVDI K|LINR
Humanll T H Y|Y(M DR{VIVA LFV HTYTVDIKIINR

Obr. 9 Rezidua v duleZitych pozicich pro vazbu substratu a koenzymu u Arabidopsis,

hrachu a ¢lovéka (pfevzato Martinez et al., 1996).
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Molekulové a kinetické vlastnosti GSNOR (ADH3) z Arabidopsis jsou
pozoruhodné podobné tém, které byly studovany u savcl, bezobratlych a
mikroorganismd, coz poskytuje dikaz o vysokém stupni strukturni a funkéni
zachovalosti enzymu u v8ech Zivych forem (Fernandes et al., 1995). ADH3 je v
Arabidopsis thaliana exprimovana v nizkém mnozstvi pfiblizné 5 mU/mg proteinu a
17,5 mU/mg cZerstva tkan. Jde pfiblizné o stejné mnozZstvi, které bylo nalezeno
v semenech hrachu. ADH3 gen je exprimovan v podobném mnozstvi ve vSech
rostlinnych organech obdobné jako je vSudypfitomna distribuce u zivociSné ADH3
(Giese et al., 1994).

1.6.1. Funkce GSNOR p¥i stresu rostlin

Kadmium je toxicky polutant pro Cclovéka, Zzivo€ichy a rostliny. OdliSné
metabolické procesy jako je fotosyntéza nebo respirace jsou ovlivnény pravé kadmiem.
U rostlin hrachu ristem s 50uM chloridem kademnatym CdCl, doSlo k vyznamné
inhibici rUstu, pravé tak jako redukci transpirace, fotosyntézy a porucham nutri¢niho
stavu rostlin (Sandalio et al., 2001). Navic kadmium vyvolava poruchy v antioxidaéni
funkci a tim dochazi k indukci oxidaéniho stresu u hrachu (Romero-Puertas et al.,
2004). Obsah glutationu v listech hrachu byl analyzovan a bylo zjiSténo, ze obsah
glutathionu v listech rostlin, které byly péstovany s kadmiem, se snizil o vice nez 50%
vuci kontrolnim rostlinam bez kadmia. Déale byla méfena aktivita GSNOR jejiz hodnota
byla 2,67 nmol NADH min® mg™* v surovém extraktu hrachovych listd. U rostlin
vystavenym puasobeni kadmia doslo k redukci aktivity GSNOR asi 0 31% (Barroso et
al., 2006).

Mechanické poskozeni rostlinné tkané nebo poranéni se vyskytuje pfi utoku
hmyzu a iniciuje sérii biochemickych a molekularnich procesu, které jsou totozné
k t&ém, které jsou zahrnuty v obranné odpovédi k hmyzu. Analyza transkriptli genu pro
GSNOR u Arabidopsis v riznych ¢asech po poranéni ukazala, Ze doslo k represi genu.
Represe byla nejvy$Si dvé hodiny po poranéni listl Arabidopsis. Hladina mRNA byla
obnovena za 48 hodin po poranéni. Dvé odlisné signaini drahy jsou zahrnuty
v odpovédi na poranéni (Titarenko et al.,, 1997). Prvni z nich nevyzZaduje kyselinu
jasmonovou (JA) a je hlavné zodpovédna za aktivaci genu v misté lokalniho
posSkozeni. Druhou je draha, ktera je dependentni na kyseliné jasmonové a aktivuje
geny pro lokalni a systémové misto poSkozeni. Na druhou stranu nékteré geny
vyzaduji k aktivaci kyselinu abscisovou ABA. Vyzkum ukazal, ze gen GSNOR (ADH3)
je citlivy k JA a necitlivy k ABA (Pena-Cortes et al., 1995). Gen GSNOR je také
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regulovan kyselinou salicylovou SA. SA podporuje typ bunééné smrti souvisejici
s hypersenzitivni odpovédi na interakci patogen - rostlina (Brading et al., 2000). SA
inhibuje aktivitu katalasy, coz vede k zvySeni koncentrace peroxidu vodiku a jeho
nasledkem vznika oxidativni stres v lokalnim misté poskozeni. Inhibice katalasy také

iniciuje peroxidaci lipidd (Durner & Klessig, 1995).

Dal$i studie zkoumala 9 dnu staré hypokotyly slunecnice, které byly vystaveny
rznym podminkam - nizka teplota, mechanické poskozeni, vysoka intenzita svétla,
nepfetrzitému svétlu a tmé& (Obr. 10) (Chaki et al., 2010).

A GSNOR activity
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Obr. 10 Aktivita GSNOR z hypokotyll slune€nice méfena za riznych podminek; ¢ —
kontrola, LT — nizka teplota, W — poranéni, HLI — vysoka intenzita svétla, CL —
nepfetrzité svétlo, D — tma; aktivita GSNOR méfena pfi 340 nm, pouzito 20 mM
fosfatovy pufru pH8, 0,2 mM NADH, finalni koncentrace GSNO byla 0,4 mM (pfevzato
Chaki et al., 2010).

Aktivita GSNOR byla vyznamné redukovana pouze v pfipadé mechanického
poskozeni, Cinila asi 50%. DalSi podminky nemély na aktivitu GSNOR vyznamnéjsi
efekt.

GSNOR u kontrolnich hypokotylt byla detekovana v burikach kortexu a cévnich
svazcich (Obr. 11). Mechanickym poskozenim bylo mnozstvi GSNOR redukovano
(Chaki et al., 2010).
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Obr. 11 Redukce GSNOR vlivem mechanického poskozeni hypokotylu slunecnice;
vlevo kontrola, vpravo mechanicky poskozeny hypokotyl; detekce provedena

konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (pfevzato Chaki et al., 2010).

Z uvedenych nepfiznivych podminek na hypokotyly slune¢nice jen mechanické
poskozeni a vysoka intenzita svétla se zda byt pfi€innou oxidativnhiho poskozeni,
zalozeném na vysokém mnozstvi lipidovych hydroxyperoxidl, které jsou typickym

ukazatelem oxidativniho stresu (Requena et al., 1996).
Nedavné studie mutanta Arabidopsis thaliana HOTS5, ktery kdduje GSNOR a je

citlivy k vysokeé teploté, ukazaly, Ze GSNOR je vyZzadovana pro aklimatizaci organismu

vuci vysokeé teploté (Lee et al., 2008).
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Experimentalni ¢ast
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2.1. Material a pristrojové vybaveni

2.1.1. Chemikalie
Acros Ogranics, USA:
Glutathion GSH
Triton X-100

AppliChem, SRN:
BSA
NADH

Bio-Rad, USA:
Akrylamid
CBB-R 250

Laemmliho vzorkovaci pufr

Pure Nitrocellulose Membrane 0,45um

Fluka , Svycarsko:
EDTA Na*
Fenazinmethosulfat PMS

Imidazol
Isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid IPTG
Lysozym

MOPS

Na-askorbat

N,N’- tetramethylendiamin TEMED
Percoll

Persiran amonny APS

PMSF

Sacharosa

Sorbitol

Lach-Ner, CR:

Aceton

Bromfenolova modr

n-butanol
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MP Biomedicals, USA
Bisakrylamid

Tris

Sigma-Aldrich, USA
Agar

Dithiothreitol - DTT
Dusitan sodny
EDTA

Glycerol

Glycin

Formaldehyd

NAD+

Nitrotetrazoliova modf NBT
PVP-40

Streptomycin 400x

Sekundarni krali¢i protilatka IgG znatena POX

Top-Bio, CR:
DNAsa
RNAsa

Ostatni:

Bacterial Protein Extraction Reagent B-PER — Thermo Scientific, USA
Blotovaci papir — SciencelLab, USA

L-cystein — Lachema, CR

Luminol - Santa Cruz Biotechnology, USA

Protein - Ladder 10-250 kDa - Biolabs, UK

Primarni polyklonalni protilatka byla pfipravena injektovanim purifikovaného
rekombinantniho LeGSNOR do téla kralika.

2.1.2. Pristroje

Analytické vahy — Sartorius, SRN

Automatické pipety - Eppendorf, SRN

Blotovaci aparatura BioDot SF - Bio-Rad, USA
Centrifuga IEC CL31R — Thermo Jouan, Francie

-34-



Centrifuga Rotanta 460R — Schoeller Instruments, CR

Digitalni pH-metr InoLab pH Level 1 - Thermo Scientific, USA
Digitalni pfedvazky 440-21N - KERN, SRN

Elektromagneticka michacka IKA Big-squid - Labortechnik, SRN
Fotograficky film - Amersham Biosciences, USA
Homogenizator T18/10 — Janke and Kunkel, SRN

Chlazena centrifuga 5415 R - Eppendorf, SRN

Inkubator Gallenkamp - Schoeller Instruments, CR

Laminarni box - Schoeller Instruments, CR

Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT - BioTek Instruments, USA
Spektrofotometr Beckman DU 7500 - Beckman Coulter, USA
Trepacka 3D Mini-Shaker - BIOSAN, GRANT Instruments, UK
Vortex - Stuart, UK

Ultrafiltracni zafizeni Amicon - Millipore, USA

Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 - Bio-Rad, USA

2.1.3. Roztoky
Roztoky pro pripravu rekombinantniho proteinu
e LB médium: 10 g Tryptonu, 5 g Yeast extraktu, 10 g NaCl v 1l pH 7,
autoklavovano
o 20% glukosa
e 100 MM IPTG
e Resuspendacni pufr: 1, 25 ml 50 mM Tris-HCI pH 8, 0,25 ml 10 mM MgCls,
0,15 ml inhibitoru proteas a 0,85 ml H,O
e 1 MNaCl
e 50% glycerol
e Ekvilibra¢ni pufr: 20 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 10 mM imidazol,
5% glycerol
e Eluéni pufr: 20 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NacCl, 250 mM imidazol, 5% glycerol

Roztoky pro elektroforézu
e AA/BIS : 30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v) bisakrylamid
e Pufr do zaostfovaciho gelu: 0,5 M Tris-HCI pH6,8
e Pufr do déliciho gelu: 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

e 10% persiran amonny
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Elektrodovy pufr pro nativni elektroforézu: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin
pH 8,3

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, 0,1% SDS
pH 8,3

60% glycerol

10% SDS

Vzorkovaci pufr: 0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 20% glycerol,

0,2 M DTT, 0,02% (w/v) bromfenolova modf

Roztoky pro Western blotting

Blotovaci pufr: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, 20% (v/v) metanol pH 8,3
TBS pufr: 20 mM Tris, 500 mM NacCl pH7,5

3% Zelatinav TBS

1% Zelatina v TBS

Tween TBS — 0,15 ml Tween-20 do 300 ml TBS

Stanoveni proteint

Zasobni roztok ¢inidla Coomasie Blue: 50 mg Coomasie Blue G250 v 25 ml
MeOH a 50 ml 85% kys. fosfore¢né, doplnéno do 100 ml H,O
Pracovni roztok ¢inidla Bradfordové — zasobni roztok Coomasie Blue narfedén

vodou 1:4

Roztoky pro pripravu rostlinnych extraktu

Extrakéni pufr: 50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA Na®, 0,2% (v/v) Triton X-100,
2mMDTT, 1 mM PMSF

10 mM Na - fosfatovy pufr pH 6,8

50 mM K - fosfatovy pufr pH 7,8

Roztoky pro izolaci mitochondrii a chloroplastu

EM médium: 300 mM sorbitol pH 7,5, 1 mM EDTA, 30 mM MOPS, 0,6% PVP-
40, 4 mM L-cystein, 0,1% BSA

WM médium: 300 mM sorbitol, 1 mM EDTA, 30 mM MOPS, 0,1% BSA pH 7,5
MB médium: 300 mM sacharosa, 10 mM K-fosfatovy pufr, 1 mM EDTA, 0,1%
BSA, pH 7,2

GR pufr: 0,33 M sorbitol, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 2 mM EDTA, 5 mM Na-
askorbat, 0,1% BSA pH 7,5
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e Import pufr: 0,33 M sorbitol pH 8

Barvici roztoky
e Barveni Coomassie Blue: 0,1% (w/v) CBB R — 250 v 15% (v/v) kyseliné octové
a 45% (v/v) metanolu
e Barveni NBT: 0,1 M fosfat, pH 7,5, 0,14 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,1 mM NBT,
1 mM formaldehyd, 1 mM GSH

Ostatni roztoky
o MS médium: 4,3 g MS média s vitaminy, 10 g sacharosy, 0,195 g MES,
7g agaru v 11 H,O pH 6,1

e Hoagland(v roztok:

Tab. 4 SloZeni Hoaglandova roztoku.

Slozeni MW c zas. roztokua objem vyslednéd c
(mM) ml/1 (M)
KNO; 101,1 1000 1,5 1500
Ca (NOs),.4 H,0 236,16 1000 1 1000
NH,H,PO, 115,08 1000 0,5 500
MgsO,.7 H,0 246,49 1000 0,25 250
KC1 74,5 50 50
MnSO,.H,0 169,01
ZnsS0,.7 H,0 287,55 2 1
CuS0O,.5 H,0 249,75 0,5 0,5
(NH,4) M0,0,,.4 H,O0 161,97 0,5 0,5
H5BO; 61,84 25 0,5 12,5
FeEDTA 381,08 20 1 20

2.1.4. Rostlinny material

Hrach sety Pisum sativum — odriida Zekon, Audit C1
Rajce jedlé - 3 genotypy:

Solanum lycopersicum (Amateur),
Solanum chmielewskii (LA 2663)

Solanum habrochaites (LA 2128)
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2.1.4.1. In vitro sterilni kultivace semenacku rajcat

Semena rajcat byla sterilizovana 20 minut v 3% Savu a poté 10x proplachnuta
sterilni vodou. Pinzetou byla semena vyseta na Petriho misky s MS médiem. Misky
byly umistény do fytotronu s periodou 12h den/12h noc a 22°C. Polovina misek byla

péstovana na svétle a polovina misek v tmé.
2.1.4.2. Kultivace rajéat v substratu

Semena raj¢at byla vyseta do kvétinaca s péstebni hlinou a péstovana 6-8

tydnu ve fytotronu s periodou 12h den/12h noc a 22°C.
2.1.4.3. Vysev hrasku

Semena hrasku byla pfes noc hamocena do vody. Nabobtnana semena byla
vyseta do misek s perlitem a umisténa do fytotronu s periodou 12h den/12h noc a
22°C. Hrasek byl zalévan Hoaglandovym Zzivnym roztokem. Polovina misek byla

péstovana na svétle a polovina misek v tmé.

2.2. Metody

2.2.1. Purifikace rekombinantniho proteinu LeGSNOR z E. coli

Kompetentni bunky E. coli, které obsahovaly plasmid pCDF DUET s vlozenou
sekvenci LeGSNOR (GU296438.1) mi byly poskytnuty Mgr. Martinou Tylichovou Ph.D.
Nejdfive byla pfipravena prekultura smichanim 20ml LB média, 1 ml 20% glukosy a
50ul antibiotika streptomycin 400x. Poté byla provedena inokulace 5 pl bunécné
suspenze E. coli. Prekultura byla inkubovana pfes noc pfi 37°C na tfepacCce. Nasleduje
pfiprava kultury. Do Erlenmayerovy barnky s 200ml LB média bylo pfidano 500 pl
streptomycinu 400x. Kultura byla centrifugovana pfi 4000 g 10 minut a 4°C,
supernatant odlit a peleta resuspendovana v 10ml pfipraveného LB média
s antibiotikem. Poté byla kultura pfilita ke zbylym 190 ml LB média a inkubovana na
tfepacce 1-1,5 hodiny pfi 37°C. Az opticka denzita dosahla 0,5-0,6 byl pfidan 1 ml 100
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mM IPTG, &imz doSlo k indukci exprese proteinu. Inkubace pfes noc pfi 20°C na

tfepacce.

Extrakce

Kultura byla centrifugovana 20 minut pfi 4000g a 4°C. Supernatant byl odlit a
peleta promyta 40 ml 0,9% NaCl a vortexovana. Centrifugace 20 minut pfi 4000 g a
4°C. Supernatant odlit a peleta rozpusténa v resuspendacnim pufru, vortexovana, a
poté pfidano 2,5 ml B-PER. Vortexovano a nechano 10 minut stat pfi pokojové teploté.
Dale bylo pfidano 300 ul lysozymu a inkubovano 30-60 minut nez vzorek zgelovatél.
Poté bylo pfidano 5 ml H,O, 7 yl RNAsy a 10 pyl DNAsy a promichano prevracenim.
Inkubovano 30 minut pfi 37°C na vodni lazni. Finalné bylo pfidano 1,25 ml 1 M NaCl a
1,37 ml 50% glycerolu, centrifugovano 30 minut pfi 12000 g a 8°C. Lyzat byl pfenesen

do nové centrifugacéni zkumavky.

Purifikace

Kolona Co(ll)-IDA-sepharose byla promyta ekvilibraénim pufrem. Vzorek
nadavkovan, jimany frakce balastnich proteind a poté kolona opét promyvana pufrem
asi 1 hodinu. Eluce proteinu byla zahajena elu¢nim pufrem a jimany aktivni frakce.
Eluaty byly zkoncentrovany pomoci ultrafiltracni cely Amicon 8200. Vzorky dialyzovany

pfe noc.

2.2.2. SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu byla provedena v 10% délicim a 4%
zaostfovacim gelu. Jednotlivé gely byly pfipraveny dle tabulky (Tab. 5). Pfidavkem
persiranu amonného byla nastartovana polymerace déliciho gelu, ktery byl poté nalit
do prostoru mezi skla. Gel byl pfevrstven n-butanolem. Po 15 minutach byl n- butanol
odstranén a povrch gelu oplachnut destilovanou vodou. Po nastartovani polymerace
zaostfovaciho gelu, byl gel pfenesen mezi skla, vlozen hifebinek a gel nechan tuhnout
30 minut. Skla s gelem byla umisténa do komory, vyjmut hfeben a nalit elektrodovy
pufr. Do jamek bylo aplikovano 30 pl vzorku a 10 uyl markru. Vzorky byly pfipraveny
smichanim 20 pl vzorku proteinu, 20 ul 10% SDS a 20 ul vzorkovaciho pufru.
Promichany, povafeny 5 minut a po ochlazeni centrifugovany 5 minut pfi 6000 g.
Komora byla uzaviena a pfipojena ke zdroji o 100 V. Po doputovani vzorku na
rozhranni gell byl zdroj nastaven na 200 V. Po doputovani zény markru témér na

uroven dolniho okraje skla byl zdroj vypnut.
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Tab. 5 Pfiprava gell

Tris-HC1l Tris-HC1

Typ gelu AA/Bis 1,5M 0, 5M voda TEMED APS
pHS8, 8 pH6, 8
10% délici 3,4 ml 2,5ml - 3,8ml 0,1ml 0,07ml
4%
1,3ml - 2,5ml 5,9ml 0,2ml 0,12ml
zaostrovaci

2.2.3. Nativni elektroforéza

Metoda nativni elektroforéza byla provedena v 8% délicim a 4% zaostfovacim
gelu. Postup pfipravy gelu je stejny jako u SDS-PAGE. Gely byly pfipraveny dle tabulky
(Tab. 6). Vzorky byly pfipraveny smichanim proteinu a 60% glycerolu v poméru 3:1
(V/V).

Tab. 6 Pfiprava gell

Tris-HCl Tris-HC1l

Typ gelu AA/Bis 1,5M 0, 5M voda TEMED APS
pHS, 8 pH6, 8
8% délici 5,2 ml 5ml - 9,2ml 0,02ml 0,12ml
4%
1,3ml - 2,5ml 5,9ml 0,02ml 0,12ml
zaostrovaci

2.2.4. Western blotting

Nejdfive byla provedena SDS-PAGE elektroforéza podle jiz zminéného
postupu. Nasledovala metoda Western blottingu v usporadani ,tank-blotting“. Nejdfive
byla pfipravena nitrocelul6zovd membrana a 2 kusy silného filtracniho papiru o
velikosti gelu - 8x5 cm. Membrana, houbiCky a filtraéni papir byly namoceny
v blotovacim pufru. Do blotovaci kazety na jeji Cernou stranu byly postupné poskladany
jednotlivé vrstvy — porézni houbicka, filtracni papir, gel, membrana, filtraCni papir a
porézni houbitka. Kazeta byla uzaviena a viozena do blotovaci komory a zalita
blotovacim pufrem. Podle velikosti a potu membran nastavime proud na zdroji —

0,8 mA /cm?. Po 2 hodinach bylo ukoné&eno blotovani. Nasledovala detekce protein(i na
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membrané. Membrana byla inkubovana pfes noc v 3% Zelatiné v TBS. Poté 2x
promyta roztokem Tweenu v TBS. Inkubovana s primarni protilatkou v 1% Zelatiné
v TBS fedénou 1: 500 po dobu 2 hodin. Jako primarni protilatka byla pouZita
pfipravena polyklonalni krali€i protilatka proti LeGSNOR. Opét 2x promyta roztokem
Tweenu v TBS a inkubovana se sekundarni protilatkou v 1% zelatiné v TBS fedénou
1:16000 2 hodiny. Jako sekundarni protilatka byla vyuZita komeréné dodavana
polyklonalni krali¢i IgG protilatka znaéena POX. Membrana promyta roztokem Tweenu
v TBS a 5x destilovanou vodou. Membrana poté byla detekovana chemiluminiscenci.
Sekundarni protilatka znatena POX reakci s luminolem vyvolala chemiluminiscenci,
detekce zafeni byla provedena na fotograficky papir a ten vlozen do automatického

vyvolavaciho pfistroje.

2.2.5. Spektrofotometrické stanoveni

2.2.5.1. Stanoveni proteini metodou Bradfordové

Do jamek mikrodesticky bylo pipetovano postupné 45 ul deionizované vody, 5
Ml vzorku nebo standardu a 200 ul pracovniho roztoku &inidla Bradfordové. Desticka
byla jemné protfepana a ponechana stat 10 minut pfi pokojové teploté. Poté byla na

readru promérena pfi 595 nm.

2.2.5.2. Stanoveni aktivity LeGSNOR

Méreni probihalo na UV/Vis spektrofotometru Beckman DU 7500. Aktivita
enzymu byla méfena pfi 340 nm a 25°C. Do kyvety bylo postupné nepipetovano 1,6 mi
20 mM Tris-HCI pufru pH 8, 0,2 ml 2 mM NADH a 1 pl vzorku. Reakce byla startovana
pfidavkem 0,2 ml 4 mM GSNO.

2.2.5.3. Stanoveni aktivity GSNOR v extraktu z rostlin

Méfeni probihalo na UV/Vis spektrofotometru Beckman DU 7500. Aktivita
enzymu byla méfena pfi 340 nm a 25°C. Do kyvety bylo postupné nepipetovano 1,6 mi
20 mM Tris-HCI pufru pH 8, 0,2 ml 2 mM NADH a 25 pl vzorku extraktu. Reakce byla
startovana pfidavkem 0,2 ml 4 mM GSNO.
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2.2.5.4. Stanoveni aktivity GSNOR jako alkoholdehydrogenasy

Mé&reni probihalo na UV/Vis spektrofotometru Beckman DU 7500. Aktivita
enzymu byla méfena pfi 340 nm a 25°C. Do kyvety bylo postupné pipetovano 2,18 mi
0,1 M glycinového pufru pH 10, 30 pl 75 mM NAD" a 30 pl substratu — 2,2 M etanol,
2,2 M 2-propanol a 75 mM 1-oktanol. Reakce byla startovana pfidavkem 10 uyl vzorku

enzymu.

2.2.5.5. Stanoveni glutation-dependentni formaldehyddehydrogenasové
aktivity GSNOR

Méreni probihalo na UV/Vis spektrofotometru Beckman DU 7500. Aktivita
enzymu byla méfena pfi 340 nm a 25°C. Do kyvety bylo postupné pipetovano 2,34 mi
0,1 M fosfatového pufru pH 8, 50 pyl 50 mM GSH, 50 uyl 50 mM formaldehydu a 50 pl
75mM NAD". Reakce byla startovana ptidavkem 10 ul vzorku.

2.2.6. Priprava rostlinného extraktu

1g rostlinného materidlu byl homogenizovan v extrakénim pufru v tfeci misce
vychlazené ledem (pomér 1 g rostlinného materialu: 2 ml extrakéniho pufru). Extrakt
byl centrifugovan 30 minut pfi 16000 g a 4°C. Poté byl pfecistén na kolonkach PD-10.
Nejdfive byly kolonky ekvilibrovany 15 ml 10 mM Na-fosfatového pufru pH 6,8. Poté
nanesen 1 ml extraktu. Po vsaknuti naneseno 1,5 ml 50 mM K-fosfatového pufru pH
7,8. Eluce zahgjena 3,5 ml 50 mM K-fosfatového pufru pH 7,8. Kolony promyty 25 ml

destilované vody a uchovany v azidu sodném.

2.2.7. lzolace mitochondrii z hrachu

10 g kofenl/stonkl hrachu ve 30 ml EM média bylo opatrné rozdrceno mixérem
3-5 impulzy a pfefiltrovano pfe sitku. Ke zbylé nepfefiltrované tkani bylo pfidano 20 ml
EM média, byla opét rozdrcena mixérem a pfefiltrovana. Homogenat byl centrifugovan
20 minut pfi 1000 g. Poté byl superntant centrifugovan 20 minut pfi 12500 g. Peleta
byla rozpusténa v2 ml WM média a centrifugovana 10 minut pfi 1000 g. Poté byl
supernatant centrifugovan 20 minut pfi 12500 g. Peleta s mitochondriemi byla

resuspendovana v 0,3 ml MB média a zamrazZena.
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2.2.8. lzolace chloroplastti z hrachu

10g korenU/stonkl hrachu ve 20 ml ledového GR pufru bylo opatrné rozdrceno
3-5 impulzy mixéru a prefiltrovano pfes sitku. Homogenat byl centrifugovan
v centrifuze s polohovacim rotorem 3 minuty na 2000 g. Supernatant byl odlit a peteta
rozpusténa v 0,5 ml GR pufru a prevrstvena Percoll gradientem. Centrifugovano 15
minut pfi 2000 g. Gradient byl pfipraven smichanim 3,5 ml GR pufru a 7 ml Percollu,
promichan prevracenim a centrifugovan 40 minut pfi 20000 rpm. Pipetou s odstfizenou
Spickou byla vyjmuta faze s chloroplasty a rozpusténa v trojnasobném mnozstvi Import
pufru. Centrifugovano 5 minut pfi 1500 g. Peleta resuspendovana v 2,5 ml Import pufru

a centrifugovana 5 minut pfi 1000g . Peleta byla zamrazena.

2.2.9. Syntéza S-nitrosoglutathionu

Ve 3 ml 1 M HCI vychlazené na ledu bylo rozpusténo 614 mg glutationu. Poté
bylo pfidano 138 mg pevného NaNO, a michano na ledu 40 minut. Vznikla husta
rdzova srazenina. K srazeniné bylo pfidano 5 ml vyhlazeného acetonu a michano 10
minut. SraZenina byla odsana na Buchnerové nalevce a promyta postupné 2x 10 ml
ledové H,0, 2x 10 ml acetonu a 2x 10 ml vychlazeného etheru. Promyta srazenina

GSNO byla vysusena ve tmé v exsikatoru a uschovana v mrazicim boxu pfi -20°C.
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Zaver

V teoretické Casti byly shrnuty aktualni poznatky o roli oxidu dusnatého
v signalizaci bunék, S-nitrosylaci jako posttranslaéni modifikaci cysteinovych rezidui a
roli S-nitrosothiold v rostlinach a u zivoCichll. DalSi kapitoly byly vénovany
charakteristice enzymu  S-nitrosoglutathionreduktasy, jako kliGovém enzymu
detoxifikace formaldehydu a regulace hladiny S-nitrosothioll. A neposledni fadé vlivu
bioticky a abiotickych faktort na aktivitu GSNOR.

V experimentalni ¢asti byla provedena purifikace rekombinantniho enzymu
GSNOR v E. coli. Dale byla provedena detekce aktivity GSNOR na polyakrylamidovém
gelu. Aktivita GSNOR byla stanovovana v extraktech z kofenl a hypokotylU rajCete a
hrachu, kde byl sledovan vliv svételnych podminek na aktivitu GSNOR. Aktivita
GSNOR v kofenech rajéete Amateur byla vy$si nez u etiolovanych vzorkl. Stejny jev
byl pozorovan i u hypokotyll. V pfipadé hrachu aktivita GSNOR u etiolovanych kofenu
i hypokotylu pfesahla aktivitu v extraktech z kofenu a hypokotylt hrachu péstovanych
na svétle. V chloroplastech izolovanych z hypokotyldl byla stanovena aktivita GSNOR
a jeji hodnota byla pro vyS8Si pro hypokotyly oproti etiolovanym vzorkim. V pfipadé
stanoveni aktivity GSNOR v mitochondriich byli vy$§i hodnoty pro etiolované kofeny a
hypokotyly hrachu kultivovaného na svétle. Na zavér jsme se vénovali stanoveni
zmeény aktivity GSNOR u tfi genotypl rajCete vlivem infekce patogenem. U vice
nachylného genotypu Amateur byl pozotovan narust aktivity GSNOR. U zbylych dvou
vice rezistentnich genotypld habrochaites a chmielewskii byl zaznamenan pokles
aktivity GSNOR.

-44 -



Literatura

Avila M. A., Mingorance J., Martinez-Chantar M. L., Casado M., Martin-Sanz P., Bosca
L., Mato J. M. (1997) Regulation of rat liver S-adenosylmethionine synthetase during
septic shock: role of nitric oxide. Hepatology 25, 391-396.

Barroso J. B.,, Corpas F. J., Carreras A., Rodriguez-Serrano M., Esteban F. J.,
Fernandez-Ocana A., Chaki M., Romero-Puertas M. C., Valderrama R., Sandalio L. M.,
del Rio L. A. (2006) Localization of S-nitrosoglutathione and expression of S-
nitrosoglutathione reductase in pea plants under cadmium stress. J. Exp. Bot. 57,
1785-1793.

Bauer P. M., Buga G. M., Fukuto J. M., Pegg A. E., Ignarro L. J. (2001) Nitric oxide
inhibits ornithine decarboxylase via S-nitrosylation of cysteine 360 in the active site of
the enzyme. J. Biol. Chem. 276, 34458-34464.

Belenghi B., Romero-Puertas M. C., Vercammen D., Brackenier A., Inze D.,
Delledonne M., van Breusegen F. (2007) Metacaspase activity of Arabidopsis thaliana
is regulated by S-nitrosylation of critical cysteine residue. J. Biol. Chem. 282, 1352-
1358.

Brading P. A., Hammond-Kosack K. E., Parr A., Jones J. D. (2000) Salicylic acid is not
required for Cf-2- and Cf-9-dependent resistance of tomato to Cladosporium fulvum.
Plant J. 23, 305-318.

Chaki M., Valderrama R., Fernandes-Ocana A. M., Carreras A., Gomez-Rodriguez M.
V., Pedrajas J. R., Begara-Morales J. C., Sanchez-Calvo B., Luque F., Leterrier M.,
Corpas F. J., Barroso J. B. (2010) Mechanical wounding induces a nitrosative stress by
down-regulation of GSNO reductase and an increase in S-nitrosothiols in sunflower
(Helianthus annuus) seedlings. J. Exp. Bot. 62, 1803-13.

Chen R., Sun S., Wang C., Li Y., Liang Y., An F., Li C., Dong H., Yang X., Zhang J.,
Zuo J. (2009) The Arabidopsis Paraquat resistant2 gene encodes an S-
nitrosoglutathion reductase that is a key regulator of cell death.

Cell Research 19, 1377-1387.

Corpas F. J., del Rio L. A., Barroso J. B. (2008) Post-translational modifications
mediated by reactive nitrogen species: nitrosative stress responses or components of

signal transduction pathways? Plant Signal. Behav. 3, 301-303.

-45 -



Diaz M., Achkor H., Titarenko E., Martinez M. C. (2003) The gene encoding glutatione-
dependent formaldehyde dehydrogenase/GSNO reductase is responsive to wounding,
jasmonic acid and salicylic acid. FEBS Lett. 543, 136-139

Dicks A. P., Swift H. R., Williams D. L., Butler A. R., Al-Sadoni H. H., Cox B. G. (1996)
Identification of Cu® as the effective reagent in nitric oxide formation from
S-nitrosothiols (RSNO). J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 481-487.

Duester G., Farres J., Felder M. R., Holmes R. S., H66g J. O., Pares X., Plapp B. V.,
Yin S. J., Jornvall H. (1999) Recommended nomenclature for the vertebrate alcohol

dehydrogenase gene family. Bioch. Pharmacol. 58, 389-395.

Durner J., Klessig D. F. (1995) Inhibition of ascorbate peroxidase by salicylic acid and
2,6-dichloroisonicotinic acid, two inducers of plant defense responses. PNAS 92,
11312-11316.

Durner J., Wendehenne D., Klessig D. F. (1998) Defence gene-inducting in tobacco by
nitric oxide, cyclic GMP and cyclic ADP-ribose. PNAS 95, 10328-10333.

Durrant W. E., Dong X. (2004) Systemic acquired resistence. Annu. Rev. Phytopathol.
42, 185-209.

Edenberg H. J., Ho W. H., Hur M. W. (1995) Promoters of mammalian class Il alcohol
dehydrogenase genes. Adv. Exp. Med. Biol. 372, 295-300.

Engeland K., H66g J. O., Holmquist B., Estonius M., Jornval H., Vallee B. L. (1993)
Mutation of Arg-115 of human class lll alcohol dehydrogenase: a binding site required
for formaldehyde dehydrogenase activity and fatty acid activation. PNAS 90, 2491-
2494,

Eu J., Sun J., Xu L., Stamler J. S., Meissner G. (2000) The skeletal muscle calcium

release channel coupled O, sensor and NO signaling functions. Cell 102, 499-509.

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. PNAS 102, 8054-8059.

Fernandes M. R., Biosca J. A., Norin A., Jornvall H., Parks X. (1995) Class IlI alcohol
dehydrogenase from Saccharomyces cerevisiae: structural and enzymatic features
differ toward the human/mammalian forms in a manner consistent with functional
needs in formaldehyde detoxification. FEBS Lett. 370, 23-26

- 46 -



Foster M. W., Liu L., Zeng M., Hess D. T., Stamler J. S. (2009) A genetic analysis of

nitrosative stress. Biochemistry 48, 792-799.

Fukuto J. M., Hobbs A. J., Ignarro L. J. (1993) Conversion of nitroxyl (HNO) to nitric
oxide (NO) in biological systems: the role of physiological oxidants and relevence to the
biological activity of HNO. Biochem. Biophys. Res. Commun. 196, 707-713.

Gaston B. M., Carver J., Doctor A., Palmer L. A. (2003) S-nitrosylation signaling in cell
biology. Mol. Interv. 3, 253-263.

Giese M., Bauer-Doranth U., Langebartels C., Sandermann H. (1994) Detoxification of
formaldehyde by the spider plant (Chlorophytum comosum L.) and by soybean
(Glycine max L.) cell suspension cultures. Plant Physiol. 104, 1301-1309.

Glatz J. F., Luiken J. J., van Nieuwenhoven F. A., van der Vusse G. J. (1997)
Molecular mechanism of cellular uptake and intracellular translocation of fatty acid.
Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids 57, 3-9.

Gould K. S., Lamotte O., Klinguer A., Pugin A., Wendehenne D. (2003) Nitric oxide
production in tobacco leaf cells: a generalized stress response? Plant Cell Environ. 26,
1851-1862.

Gow A., Buerk D., Ischiropoulos H. (1997) A novel reaction mechanism for the
formation of S-nitrosothiol in vivo. J. Biol. Chem. 272, 2841-2845.

Hedberg J. J., Griffiths W. J., Nilsson S. J., H66g J. O. (2003) Reduction of S-
nitrosoglutathione by human alcohol dehydrogenase 3 in an irreversible reaction as

analysed by electrospray mass spectrometry. Eur. J. Biochem. 270, 1249-1256.

Hess D. T., Matsumuto A., Kim S. O., Marshall H. E., Stamler J. S. (2005) Protein S-

nitrosylation: purview and parameters. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 6, 150-166.

Hofmann F., Ammendola A., Schlossmann J. (2000) Rising behind NO: cGMP-
dependent protein kinases. J. Cell Sci. 113, 1671-1676.

Hogg N. (1999) The kinetics of S-transnitrosation — a reversible second order reaction.
Anal. Biochem. 272, 257-262.

Hogg N. (2000) Biological chemistry and clinical potential of S-nitrosothiols. Free Rad.
Biol. Med. 28, 1478-1486.

-47 -



Hong K. J., Yun B. W., Kang J. G., Raja M. U., Kwon E., Sorhagen K., Chu Ch., Wang
Y., Loake G. J. (2007) Nitric oxide function and signalling in plant disease resistance. J.
Exp. Bot. 59, 147-154.

Ignarro L. J. (2002) Nitric oxide as a unique signaling molecule in the vascular system:

a historical overview. J. Physiol. Pharmacol. 53, 503-514.

Inoue K., Akaike T., Miyamoto Y., Okamoto T., Sawa T., Otagiri M., Suzuki S.,
Yoshimura T., Maeda H. (1999) Nitrosothiol formation catalyzed by ceruloplasmin.

Implication for cytoprotective mechanism in vivo. J. Biol. Chem. 274, 27069-27075.

Lee U., Wie Ch., 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.

Leiper J., Murray-Rust J., McDonald N., Vallance P. (2002) S-nitrosylation of
dimethylarginine  dimethylaminohydrolase regulates enzyme activity: further
interactions between nitric oxide synthase and dimethylarginine
dimethylaminohydrolase. PNAS 99, 13527-13532.

Lindermayr C., Durner J. (2009) S-nitrosylation in plants: pattern and function. J.

Proteomics 73, 1-9.

Lindermayr Ch., Saalbach G., Durner J. (2005) Proteomic identification of
S-nitrosylated proteins in Arabidopsis. Plant Physiol. 137, 921-930.

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, 490-494.

Liu L., Yan Y., Zeng M., Zhang J., Hanes M. A., Ahearn G., McMahon T. J., Dickfeld T.,
Marshall H. E., Que L. G., Stamler J. S. (2004) Essential roles of S-nitrosothiols in

vascular homeostasis and endotoxic shock. Cell 116, 617-628.

Mannick J. B., Hausladen A., Liu L., Hess D. T., Zeng M., Miao Q. X., Kane L. S., Gow
A. J., Stamler J. S. (1999) Fas-induced caspase denitrosylation. Science 284, 651-654.

Martinez M. C, Achkor H., Persson B., Fernandez M. R., Shafqat J., Farres J., Jornvall
H., Pares X. (1996) Arabidopsis formaldehyde dehydrogenase. Molecular

properties of plant class Il alcohol dehydrogenase provide further insights into

the origins, structure and function of plant class P and liver class | alcohol
dehydrogenases. Eur. J. Biochem. 241, 849 - 857

-48 -



Moncada S., Palmer R. M., Higgs E. A. (1991) Nitric oxide: physiology,
pathophysiology, and pharmacology. Pharmacol. Rev. 43, 109-142.

Moulis J. M., Holmquist B., Vallee B. L. (1991) Hydrofobic anion activation of human
liver xx alcohol dehydrogenase. Biochemistry 30, 5743-5749.

Nurnberger Z., Brunner F., Kemmerling B., Piater L. (2004) Innate immunity in plants

and animals: striking similarities and obvious differences. Immunol. Rev. 198, 249-266.

Padgett C. M., Whorton A. R. (1998) Cellular responses to nitric oxide — role of protein
S-thiolation/dethiolation. Arch. Biochem. Biophys. 358, 232-242.

Parani M., Rudrabhatla S., Myers R., Weirich H., Smith B., Leaman D. W., Goldman S.
L. (2004) Microarray analysis of nitric oxide responsive transcripts in Arabidopsis. Plant
Biotechnol. J. 2, 359-366.

Pena-Cortes H., Fisahn J., Willmitzer L. (1995) Signals involved in wound-induced Pin2

gene expression in tomato and potato plants. PNAS 92, 4106-4113.

Piterkova J., Luhova L., Petfivalsky M. (2008) Signalni drahy oxidu dusnatého
v rostlinach. Chemické Listy 102, 410-416.

Requena J. R., Fu M. X., Ahmed M. U., Jenkins A. J., Lyons T. J., Thorpe S. R. (1996)
Lipoxidation products as biomarkers of oxidative damage to proteins during lipid
peroxidation reactions. Nephrol. Dial. Transplant. 11, 548-553.

Romero-Puertas M. C., Rodriguez-Serrano M., Corpas F. J., Gomez M., del Rio L. A.,
Sandalio L. M. (2004) Cadmium-induced subcellular accumulation of O, and H,0, in
pea leaves. Plant Cell Environ. 27, 1122-1134.

Rusterucci Ch., 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 Physiol. 143, 1282-1292.

Ryals J. A., Neuenschwander U. H., Willits M. G., Molina A., Steiner H. Y., Hunt M. D.
(1996) Systemic acquired resistance. Plant Cell 8, 1809-1819.

Sakamoto A., Ueda M., Morikawa H. (2002) Arabidopsis glutathione-dependent

formaldehyde dehydrogenase is an S-nitrosoglutathione reductase. FEBS Lett. 515,
20-24.

-49 -



Sandalio L. M., Dalurzo H. C., Gomez M., Romero-Puertas M. C., del Rio L. A. (2001)
Cadmium-induced change in the growth and oxidative metabolism of pea plants. J.
Exp. Bot. 52, 2115-2126.

Sanghani P. C., Davis W. |, Fears S. L., Green S. L., Zhai L., Tang Y., Martin E., Bryan
N. S., Sanghani S. P. (2009) Kinetic and cellular characterization of novel inhibitors of
S-nitrosoglutathione reductase. J. Biol. Chem. 284, 24354-24362.

Serpa V., Vernal J., Lamattina L., Grotewold E., Cassia R., Terenzi H. (2007) Inhibition
of AtMYB2 DNA-binding by nitric oxide involves cysteine S-nitrosylation. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 361, 1048-1053.

Shafgat J., EI-Ahmad M., Danielsson O., Martinez M. C., Persson B., Pares X., Jornvall
H. (1996) Pea formaldehyde-active class Il alcohol dehydrogenase: Common
derivation of the plant and animal forms but not of the corresponding ethanol active
forms (classes | and P). PNAS 93, 5595 - 5599

Singh R. J., Hogg N., Goss S. P. A., Antholine W. E., Kalyanaraman B. (1999)
Mechanism of superoxide dismutase/H,O, — mediated nitric oxide release from

S.nitrosoglutathione — role of glutamate. Arch. Biochem. Biophys. 372, 8-15.

Singh R. J., Hogg N., Joseph J., Kalyanaraman B. (1996) Mechanism of nitric oxide
release from S-nitrosothiols. J. Biol. Chem. 271, 18596-18603.

Staab C. A., Alander J., Brandt M., Lengqvist J., Morgenstern R., Grafstrom R. C.,
H66g J. O. (2008b) 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. Biochem. J. 413, 493-504.

Staab C. A., Alander J., Morgenstern R., Grafstréom R. C., H66g J. O. (2009) Tha janus
face of alcohol dehydrogenase 3. Chem. Biol. Interact. 178, 29-35.

Staab C. A., Hellgren M., H66g J. O. (2008a) Dual functions of alcohol dehydrogenase
3: implication with focus on formaldehyde dehydrogenase and S-nitrosoglutathione
reductase activities. Cell Mol. Life. Sci. 65, 3950-3960.

Stamler J. S., Lamas S., Fang F. C. (2001) Nitrosylation: the prototypic redox-based
signalling mechanism. Cell 106, 675-683.

-50-



Stamler J. S., Simon D. I., Osborne J. A., Mullins M. E., Jaraki O., Michel T., Singel D.
J., Loscalzo J. (1992) S-nitrosylation of proteins with nitric oxide: synthesis and
characterization of biologically active compounds. PNAS 89, 444-448.

Stamler J. S., Toone E., Lipton S., Sucher N. (1997) (S)NO signals: Translocation,

regulation and a consensus motif. Neuron 18, 691-696.

Thomson Ch. M., Sonawane B., Grafstrom R. C. (2009) The ontogeny, distribution and
regulation of alcohol dehydrogenase 3: Implication for pulmonary physiology. Drug
Metab. Dispos. 37, 1565-1571.

Titarenko E., Rojo E., Ledn J., Sanchez-Serrano J. J. (1997) Jasmonic acid-dependent
and -independent signaling pathways control wound-induced gene activation in
Arabidopsis thaliana. Plant Physiol. 115, 817-826.

Valderrama R., Corpas F. J., Carreras A., Fernandez-Ocana A., Chaki M., Luque F.,
Gomez-Rodriguez M. V., Colmenero-Varea P., del Rio L. A., Barroso J. B. (2007)
Nitrosative stress in plants. FEBS Lett. 581, 453-461.

Williams D. L. (1996) S-nitrosothiols and role of metal ions in decomposition to nitric
oxide. Methods Enzymol. 268, 299-308.

-51-



AA/Bis
ABA
ADH1
ADH3
APS
Asp
Arg
BSA
cADPR
CdCl,
cGMP
DDAH
DTT
EDTA
FALDH
GC

Glu
GSH
GSNO
GSNOR
GSO;H
GSONH;,
GSO;zH
GSSG
GTS
HMGSH
H,O
HZOZ
HR
IPTG
JA
MAT
MGST1

Seznam pouzitych zkratek

akrylamid-N,N*‘-methylenbisakrylamid
kyselina abscisova
alkoholdehydrogenasa tfidy 1
alkoholdehydrogenasa tfidy 3
persiran amonny

kyselina asparagova

arginin

hovézi sérovy albumin

cyklicky adenosindifosfat ribosa
chlorid kademnaty

cyklicky guanosinmonofosfat
dimethylarginindimethylaminohydrolasa
dithiothreitol
ethylendiamintetraoctova kyselina
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
guanylatcyklasa

kyselina glutamova

glutathion

S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
glutathionsulfinova kyselina
glutathion sulfinamid
glutathionsulfonova kyselina
glutathion-disulfid
glutathion-S-transferasa
S-hydroxymethylglutathion

voda

peroxid vodiku

hypersenzitivni odpovéd
isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
kyselina jasmonova
methioninadenosyltransferasa

mikrosomalni gluathion-S-transferasa

-52-



MOPS
NacCl
NAD"*
NADH
NBT
NaNO,
NH,OH
NO
N2O3
NOS
NR
ONOO
ORF
PAL
PAMPs
PMS
PMSF
POX
PR-1
PVP-40
RNS
ROS
RyR1
SA
SAR
SNOs
TEMED
Thr

3-(4-Morpholino)propansulfonovy kyselina
chlorid sodny
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
nitrotetrazoliova modr

dusitan sodny

hydroxylamin

oxid dusnaty

oxid dusity

synthasa oxidu dusnatého

nitratreduktasa

peroxynitrit

open reading frame
fenalalaninamoniaklyasa

pathogen asociované slouceniny
fenazinmethosulfat
fenylmethansulfonylfluorid

peroxidasa

pathgenesis related protein 1
polyvinylpyrrolidon

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

ryanodinovy receptor

kyselina salicylova

systémoveé ziskana resistence
S-nitrosothioly

N,N‘-tetramethylendiamin

threonin
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