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CILE PRACE

|. Teoreticka c¢ast

Vypracovani literarni reSerSe o S-nitrosylaci jako jednom z mechanismu
acinku oxidu dusnatého (NO) v burkach a souhrnu znadmych znalosti o enzymu

S-nitrosoglutathionreduktase se zameéfenim na jeji tlohu v rostlinach.
II. Experimentalni €ast

Zavedeni metod stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy a metody

detekce aktivity na polyakrylamidovych gelech po nativni elektroforéze.
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1.1. Oxid dusnaty

NO je plynny radikél se Sirokou Skalou funkci ve fyziologickych a patologickych
procesech v zivociSnych i rostlinnych bunkach (Chaki et al., 2009). Ma roli v rustu
a vyvoji rostlin, pfedevsim v kli¢eni semen, rstu primarnich a bo¢nich kofena, kveteni
a regulaci rastu pylové lacky, zralosti, senescence, hormonalni signalizaci, pohybu
priduchl a obranné reakci na bioticky i abioticky stres. Je také klicovou molekulou
v intracelularni signalizaci v riznych procesech rostlinnych bunék. (Corpas et al., 2008;
Lee et al., 2008).

Navzdory jeho jednoduché struktufe, vede bohata chemie NO v biologickych
systémech ke vzniku rozmanitych sekundarnich reakénich produktd, znacéné
komplikujicich naSe pochopeni efektll souvisejicich s NO. Pfimo, i pfes jeho rGzné
chemické transformace, NO nejen vykonava signalni funkce, ale hraje také roli jako
redoxni modulator jak antioxida¢nich (zhaSejici ostatni radikdlové reakce) tak
oxidaénich (prostfednictvim reaktivnich forem dusiku) pochodl. Kromé u¢ink( na
redoxni stav tvorba reaktivnich forem dusiku (RNS) vede k nitrosacnim, nitrosylaénim
a nitraénim reakcim s ostatnimi molekulami. VétSina regula¢nich G&inkd NO je
povaZzovana za zprostifedkované posttranslacni modifikace proteinu, v€etné nitrosylace

hemu, nitrace tyrosinu, nitrosylace cysteinu a glutathionu (Lee et al., 2008).

V rostlinach muze tvorba NO probihat dvéma riznymi enzymatickymi cestami.
V prvni cesté je vytvoreny nitratreduktasou béhem postupné redukce dusi¢nanu na
dusitan a dale az na NO. Ve druhé jsou L-Arg, kyslik a NADPH pfevedeny na NO
a citrulin u¢inkem NO-synthasy, ackoli je skuteéna existence a totoZnost rostlinné
NO-synthasy v soucCasné dobé& neurena. V nékterych pfipadech je NO také
produkovany neenzymatickym mechanismem, ve kterém muiZze vznikat NO z dusitanu

v kyselém pH v rostlinném apoplastu (Lee et al., 2008).

V Zivocisnych burikdch je NO wvytvofeny z L-argininu Gc¢inkem rodiny
enzyml nazvanych NO-synthasy (NOSs) a NO hraje dlezité funkce v pochodech jako
je: vasodilatace, relaxace svalli, neurotransmise a hostitelska obranna reakce. Na
subcelularni drovni v rostlindch je aktivita NOS citliva na charakteristické inhibitory
ZivoCisné NOS a se stejnymi kofaktorovymi pozadavky zahrnujicimi NADPH, BHy,
FAD, FMN, vapnik a kalmodulin. Aktivita rostlinné NOS byla identifikovana
v peroxisomech listu hrachu. Na druhé strané byl v Arabidopsis nalezen gen
rostlinného proteinu AtNOS1, ktery sice neprodukuje NO z L-argininu, ale jeho exprese

je nezbytnd pro produkci NO v rostlinach. Peroxisomy a mitochondrie jsou jediné
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rostlinné bunécné organely, kde byla demonstrovana arginin-dependentni enzymova
tvorba NO (Barroso et al., 2006).

NO ma rodinu pfibuznych molekul nazyvanych reaktivni formy dusiku (RNS),
jako oxid dusity (N,O3z), oxid dusi¢ny (NO,), peroxynitrit (ONOO), S-nitrosothioly
(RSNO), S-nitrosoglutathion (GSNO), a dalSi. Znich jsou nejvice studované
S-nitrosothioly, GSNO a peroxynitrit (Chaki et al., 2009). Ty byly popsany jako signalni

molekuly v mnoha dulezitych fyziologickych procesech u vyssich rostlin (Corpas et al.,
2008).

1.2. Nitrace protein G

Nitrace protein( pfedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich kovalentnich modifikaci
proteind spojenou s produkci a reaktivitou RNS v ZivociSnych i rostlinach burikach.

v s

nitrace pusobenim peroxynitritu.
1.2.1. Peroxynitrit

Peroxynitrit (ONOOQO") je vysledek rychlé reakce mezi superoxidovymi radikaly
(0,) a NO (k = 1.9 x 10 M * s™). Tato molekula je silné oxida¢ni ¢inidlo a mize
reagovat s DNA, lipidy a proteiny v reakcich vedoucich ve fyziologickych podminkach
k poSkozeni buriky a cytotoxicité. V tomto smyslu, nitrace proteinu tyrosinu spociva
v pfidani nitro skupiny k jednomu ze dvou ortho-uhlik aromatického kruhu rezidua
tyrozinu. Tato kovalentni modifikace proteind je zprostfedkovana peroxynitritem
(Obr. 1).
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Obr. 1. Vznik a reakce peroxynitritu vedouci k nitraci a apoptické nebo nekrotické

bunécné smrti (pfevzato z Novo & Parola, 2008).

V ZivociSnych bunkach je nitrace tyrosinu uzZivana jako biomarker patologickych
stavi a nitrosativniho stresu, protoZze muaze modifikovat konformaci a strukturu
proteinu, katalytickou aktivitu enzymu a nachylnost k proteolyze. V rostlindch soucasné
Udaje ukazuji, Ze by mohla byt hladina nitro-tyrosinu pouzivana také jako ukazatel

nitrosativniho stresu (Chaki et al., 2009).
1.3. S-nitrosylace protein

S-nitrosylace je nékdy oznaCovana jako 'nova fosforylace', ackoli neni
enzymaticky katalyzovana nebo jinak proteinové zprostfedkovana. Podobné kovalentni
modifikace protein maji ¢asto za nasledek inhibici jejich enzymové aktivity ¢i zmény

ve struktufe a funkci proteinu (Lee et al., 2008).

Bylo provedeno mnoho srovnani S-nitrosylace a fosforylace jako signélnich
mechanismd v burice (Stamler et al., 2001). Dulezité je pochopit specifické cesty,
v kterych mdze bunka pouZzit S-nitrosylaci a vymezit jeji specifika a bunéénou funkci
(Martinez & Lamas, 2004).

S-nitrosylace proteinu je posttranslacni modifikace boc¢niho Fetézce cysteinu.
Stava se vSudypfitomnym mechanismem v bunéCnych funkcich a jako takova je

7 w7

zakladem velké casti signalnich cest NO (Staab et al., 2008). Vliv nitrosylace byl
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prokdzdn u modulace proteinu GPCR (G-protein-coupled receptor), regulace
hostitelského a virového transkripéniho faktoru a degradace p53 (Thompson et al.,
2009). V soucasné dobé je znamo vice nez 100 moznych cild pro S-nitrosylaci, v€etné
proteind zapojenych do bunéénych procesu tak rozdilnych jako apoptdéza, membranovy
pfenos, homeostéaza Zeleza a kontrola buné€ného redoxniho stavu (Hess et al., 2005).
Neni tedy divu, Ze poruSeni regulace Urovné bunécnych S-nitrosothioll jsou asto

spojeny s rozvojem onemocnéni (Thompson et al., 2009; Staab et al., 2008).

Ackoli jsou S-nitrosylace i fosforylace kovalentni modifikace rezidua proteinu,
rozhodujici rozdilem je fakt, Ze fosforylace je enzymoveé fizena, zatimco S-nitrosylace
je dosaZzena nekatalytickou chemickou modifikaci rezidua proteinu a tudiz se pfi
S-nitrosylaci reakéni specifika nespoléhaji na rozpoznani cilové struktury enzymem.
Misto toho zaleZi pouze na chemické reaktivité mezi nitrosylacnim cCinidlem a cilovym
thiolem cysteinu. Bylo identifikovano nékolik faktor( spojenych s timto druhem specifik:

reaktivita cilového rezidua proteinu, koncentrace a stabilita vysledné vazby.
1.3.1. Reaktivita cilového rezidua proteinu

Analyza S-nitrosylace v nékolika proteinech ukazuje, Ze ne vSechny thiolové
skupiny cysteind v proteinu mohou byt nitrosylovany. Nebylo jednoduché naleznout
spole¢ny strukturalni motiv, ktery by mohl urcit tuto reaktivitu. Mezi nitrosylované
skupiny patfi vétSi Cast ionizovatelnych cysteind, ale mohou byt nitrosylovany také

cysteiny v hydrofobnich prostfedich.
1.3.2. Koncentrace

Chemicka reaktivita muze byt vyjadfena v ramci termodynamickych
a kinetickych konstant a prabéh reakce je ovlivnén koncentracemi zapojenych latek,
v tomto pfipadé nitrosylacnich &inidel a proteinu. Tento zakladni chemicky koncept je
obvykle opomenut, kdyZ jsou popisovany biochemické cesty. V pfipadé S-nitrosylace,
kde neni pomér chemické reakce enzymaticky uréeny, muze byt tento bod rozhodujici.

Zé&lezi na nasledujicich faktech:

» Produkce NO a pribuznych RNS. Produkce NO je klicovy krok v S-nitrosylaci,
v rostlinach vznika nitratreduktasou a neenzymatickymi cestami a v ZivociSnych
burikach je tvofen synthasama oxidu dusnatého (NOS) (Lee et al., 2008;
Baroso et al., 2006). NO neni hlavni nitrosyla¢ni €initel, musi byt brana v Gvahu
také tvorba jinych RNS, napfiklad reakci s O, & O,, NOS enzymy mohou byt
také zodpovédné za produkci jingch RNS a ROS, véetné O, (Obr. 2).
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Obr. 2. Chemicky vztah mezi rozdilnymi reaktivnimi formami Kkysliku (ROS)
a reaktivnimi formami dusiku (RNS), a jejich G¢ast v posttransla¢nich modifikacich
proteind. GSH: glutathion; GSSG: glutathion-disulfid; GSNO: S-nitrosoglutathion,
ONOQO': peroxynitrit (pfevzato z Martinez & Lamas, 2004).

» Lokalizace. Subcelularni kompartmentace muzZze byt extrémné dulezita
a urCujici pro lokalni koncentrace biochemickych C¢inidel. V ZivociSnych
burikach bylo prokazéno, Zze nékteré S-nitrosylované proteiny jsou lokalizované
spole¢né s eNOS (endotelovda NOS) ¢i nNOS (neuronova NOS), a Ze
subcelularni kompartmentace téchto enzymu je pevné regulovana. Pouzitim
modifikovaného kvasinkového dvou-hybridniho systému bylo potvrzeno
vzajemné ovlivihovani proteinu prokaspasy-3, znameého cile S-nitrosylace,
a eNOS, a potvrdilo se, Ze tento protein pusobi spoleéné s eNOS, nNOS
a kyselou sfingomyelinasou uvniti bunék (Matsumoto et al., 2003). Lokaliza¢ni
specifika se nemusi aplikovat na iINOS (inducibilni NOS), protoZze mnozZstvi NO
vytvorené INOS je vyrazné vy3Si a Cast inducibilni odezvy souvisi s infekci a

zanétem.
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1.3.3. Stabilita vazby

S-nitrosylace je ve fyziologickych podminkéch relativné nestabilni kovalentni
modifikace. RozStépeni této vazby mulze probihat bez Gc€asti specifickych enzymd
podobné jako u jeji syntézy. Stépna reakce maze byt zrychlena reakci s pfechodnymi
kovy, zvlasté médnymi ionty nebo transnitrosaci. Dale bylo popsano nékolik enzyma
podilejicich se na specifickém odbouravani S-nitrosothiol(. Potenciél denitrosylace je
ddlezity vnitrobunéény signalni mechanismus a tato oblast vyZzaduje dalSi vyzkum
(Martinez & Lamas, 2004; Mannick et al., 1999).

1.4. S-nitrosothioly

S-nitrosothioly (SNOs) obecné a zejména S-nitrosoglutathion (GSNO) hraji
ddlezitou roli v metabolismu NO. V Zivo¢iSnych burikéch se SNOs ucastni transportu,
skladovani a uvolnéni NO a posttranslacnich modifikaci v bunééné signalizaci v ramci
fyziologickych a patologickych stavid. Mnohem méné je znAmo o SNOs v rostlinach
i pfesto, Ze nékteré vysledky naznaluji, Ze mohou hrat podobnou funkci jako

v Zivo&isnych burkach (Corpas et al., 2008; Foster et al., 2003).

Soucasny pohled na rozdéleni SNOs in vivo vychazi z poznatkd o snadném
rozkladu téchto latek in vitro askorbatem, thioly a ionty médi. PfestoZe je poCet enzyma
schopnych rozstépit SNOs in vitro, v€etné thioredoxinového systému, glutathion-
peroxidasy, y-glutamyl-transpeptidasy, xantin-oxidasy a glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasy, u Zadné z nich zatim nebyla prokazéna regulace hladin
vd8ech endogennich SNOs. Zejména silna se v3ak ukézala byt cinnost
S-nitorosoglutathionreduktasy (GSNOR, dfive oznaCované jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa, FALDH) (Liu et al., 2001).

K enzymum schopnym rozstépit SNOs patfi také flavohemoglobin (FHb),

v Saccharomyces cerevisiae zakddovany yhbl genem (Foster et al., 2009).

S-nitrosoproteiny existuji v dynamické transnitrosa¢ni rovnovaze s GSNO,
S-nitrosylace mizZe byt povaZzovéana za jeden z mechanisma fizeni tvorby a degradace
GSNO (Hedberg et al., 2003).

1.4.1. S-nitrosoglutathion

Tripeptid  y-glutamyl-cysteinyl-glycin (glutathion, GSH) e hlavni
nizkomolekularni rozpustny antioxidant rostlinnych bunék (Obr. 3). GSH se podili na

antioxidaénim mechanismu v askorbat-glutathionovém cyklu, pusobi také jako
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nezavisla redox-signalni molekula a v detoxikaci xenobiotik a téZkych kovu. Za
pfitomnosti O, miZe GSH reakci s reaktivnimi formami dusiku tvofit GSNO (Corpas et al.,
2008; Barroso et al., 2006).

SH
0 0 0
H
M
HO N OH
NH, 0

Obr. 3. Strukturni vzorec glutathionu

S-nitrosoglutathion je nejrozSifeng&jSim nitrosothiolem, ktery je pomérné stabilni
ve vodnych roztocich, ve tmé& a v pfitomnosti chelatord kovovych iontd (Obr. 4).
V rostlinach bylo navrzeno, Zze GSNO muze tvofit mobilni reservoar biologické aktivity
NO a je zapojen do proteinové S-nitrosylace (Corpas et al., 2008; Lindemayr et al.,
2005).

/N=0
S
O
xmxﬂkhxﬂx N
HOOC N NVCDDH
H

Hs o)

= i

Obr. 4. Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu
1.4.2. Bun ééna lokalizace GSNO a NO

Bunécna lokalizace produkce GSNO a NO v listovych €astech hrachu byla
analyzovana pomoci imunofluorescenéni mikroskopie, pouzitim komeréni protilatky
proti této molekule (Obr. 5). Vyrazna zelena imunofluorescence pfi¢tena GSNO byla
pozorovana hlavné v kolenchymatickych burikach (Co) v ¢astech listl rostlin (Obr. 5A).
Autofluorescence se objevila jako naZloutla barva v xylému (X), parenchymu (Pa)
a epidermalni pokoZce (Ec) (Obr. 5A). KdyZz byly vynechany anti-GSNO protilatky,
nebyla detekovana Zadna fluorescence (Obr. 5C). Produkce NO byla sledovana
konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM) s pouZitim fluorescenéni préby
4,5-diaminofluorescein diacetatu (DAF-2 DA). Intenzivni zelena fluorescence
charakteristicka pro NO byla pozorovana v cévnich pletivech a byla méné intenzivni
v bunikach pokoZzky, palisadovém a houbovitém mezofylu (Obr. 5B). Kdyz byly Casti

listu inkubovany bez fluorescenénich préb, nebyla pozorovana zadna fluorescence
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(Obr. 5C, D) (Barroso et al., 2006).

A

Obr. 5. Lokalizace GSNO a NO v listech hrachu. GSNO byl lokalizovdn pomoci
imunofluorescencni histochemie pomoci anti-GSNO protilatky. Intenzivni zelena
immunofluorescence pfictena anti-GSNO pozorovana fluorescenéni mikroskopii byla
lokalizovana hlavné v kolenchymatickych burikach listd rostlin, autofluorescence se jevi
jako nazloutld barva (A). Hladina vnitfniho NO v listech hrachu byla detekovana
konfokdlni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM) pomoci fluorescenéni sondy
4,5-diaminofluorescein diaceatatu (DAF-2 DA). NO byl identifikovan svou syté zelenou
fluorescenci (B). Kontrola, kdy byl vynechan anti-GSNO (C). Kontrola, kdy byl
vynechan DAF-2 DA (D). Xylém (X), floém (P), kolenchym (Co), parenchym (Pa)

a epidermalni kutikula (Ec) (upraveno z Barroso et al., 2006)
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1.5. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)

Je také zndma jako glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
(FALDH) a alkoholdehydrogenasa tfidy Il (ADH3) (EC 1.2.1.1). Hraje rozhodujici roli
v enzymatické oxidaci formaldehydu a regulaci hladiny nitrosothioltl (Thompson et al.,
2009).

1.5.1. Struktura GSNOR

Stejné jako jiné enzymy z rodiny alkoholdehydrogenas (ADH) m& ADH3 dimerni
strukturu se dvéma atomy zinku a dvéma 40 kDa podjednotkami. Jeden atom zinku
slouzi pouze k strukturalni funkci, druhy atom zinku funguje jako Lewisovska kyselina
a aktivuje substrat v aktivnim misté, které se nachazi v mezefe mezi katalytickou
a koenzymovou vazebnou doménou enzymu. ADH3 se znacné IiSi od klasickych
alkoholdehydrogenas oxidujicich ethanol (ADH1 enzymy) v substratové specifité
a kinetickych vlastnostech. Tyto rozdily jsou v souladu se strukturalnimi zménami

v bezprostfednim okoli a uvniti aktivhiho mista.

Rezidua 53-59 a 113-120 jsou umisténa daleko od katalytické mezery
a zvétSovani aktivniho mista proti klasické tfidé ADH | vytvari SirSi vstup do vazného
mista pro substrat. Proto je aktivni misto vytvofeno tak, Ze nemlZe byt nasyceno
ethanolem, ale  poskytuje  prostor vétSim  substratim jako = GSNO,
S-hydroxymethylglutathion, alkoholy se stfedné dlouhym Fetézcem, aldehydy
a w-hydroxy-mastné kyseliny. Nékolik rezidui v aktivnim misté, které se liSi od rezidui
v ADH1 enzymech hraje rozhodujici roli. Mezi nimi Arg-114, ktery poskytuje kladny
naboj ve vazebném misté pro substrat a usnadhuje vazbu a spravnou orientaci
negativné nabitych substrat(i, aktivator a inhibitord. Arg-114 a aktivni misto zinku,
stejné jako v mensi mife rezidua Thr-46, Asp-55 a Glu-57, jsou odpovédné za efektivni
vazbu S-hydroxymethylglutathionu (HMGSH). S nejvétsi pravdépodobnosti jsou stejna
rezidua zodpovédna za vazbu GSNO (Obr. 6). Dalsi specificka vlastnost ADH3 je nizka
citlivost k 4-methylpyrazolu, silného inhibitoru ADH1 enzym(, kterd se pfipisuje
pfedevsim nahrazenim Phe-93 v ADH1 Tyr-92 v ADHS3.
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Obr. 6. Dimerni struktura a aktivni misto ADH3. Vlevo: dimerni struktura ADH3
ukazujici rGzné monomery (zelena a Zluta) a polohu atomu zinku, koenzymy a GSNO
(pouze Zluty monomer). Vpravo: pohled na aktivni misto s koenzymem a substratem
GSNO demonstrujici orientaci substratu mezi aktivnim mistem zinku a Arg-114. GSNO
byl zakotven v ADH3 (pdb-file 1MC5) pomoci ICM softwaru (Molsoft) (pfevzato
Z Staab et al., 2008).

Velké aktivni misto je urCujici pro substratovou specifitu: alkoholy s kratkym
fetézcem jsou Spatné substraty, zatim co alkoholy s dlouhym Fetézcem jako oktanol
a zejména adukt glutathionu a formaldehydu S-hydroxymethylglutathion (HMGHS)
a S-nitrosoglutathion (GSNO) jsou G¢inné transformovany s vyuzitim NAD*/NADH jako
koenzymU. Oxidaci HMGSH, spontanniho aduktu formaldehydu a glutathionu, je ADH3
zapojena do detoxifikace formaldehydu. Prostfednictvim aktivity GSNO reduktasy
muze AHD3 ovlivnit transnitrosacni rovnovahu mezi GSNO a S-nitrosaci proteind,
a tim hrat vyznamnou roli v homeostaze NO a reaktivnich forem dusiku (Staab et al.,
2008).

1.5.2. Ontogeneze a distribuce zivo €iSné ADH3

ADH3 byla nalezena v celém dospélém lidském organismu a tkanich hlodavcu,
napf. v placent&, mozku, plodu, plicich, jatrech a ledvindch. ADH3 se také zda byt
jedinou tfidou AHD enzymu, vyskytujicich se v lidské i hlodav&i mozkové tkani.
Distribuce v mozku je podobna u hlodavcu i lidi, véetné exprese v kortexu, hipokampu,
stfednim mozku (napf. substantia nigra) a mozecku. Pokud jde o subcelularni distribuci

je ADH3 lokalizovana v cytoplazmé a v jadrech nékolika typt bunék. V lidské astni
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sliznici jsou hladiny ADH3 mRNA vyrazné lokalizované do bazélnich vrstev
S postupnou mensi expresi smérem k povrchu. V kontrastu je imunoreaktivita ADH3
proteinu rozdélena rovnomérngji, i kdyZz s mirnym néarastem tésné pod nejvySSi
kreatininovou vrstvou. V souladu s jeji vysokou expresi v bazalnim epitelu maji ADH3
MRNA hladiny sklon byt vySSi v mnoZicich se bufikdch in vivo a in vitro
(Thompson et al., 2009; Nilsson et al., 2004)

U Clovéka byla transkripce ADH3 zjiSténa v plicich, jatrech, mozku a ledvinach plodu.
BohuzZel ze znamych dat zatim nelze posoudit, jak se exprese a aktivita ADH3 dal
vyviji ve vztahu kdospélym jedincm. To pfedstavuje zasadni rozdil, protoze
farmakologické analyzy naznacuji, Ze plicni absorpce €astic a reaktivnich plyna (napf.
formaldehydu) je vyS8Si u novorozencu a déti, a Ze mnoho enzymovych systéma je
puvodné nezralych u kojenct, ale mize presahnout dospélou droven ve velmi kratké
dobé v prabéhu détstvi. Tyto farmakologické studie naznacuji, Zze po narozeni je
aktivita enzymu velmi mala, ale v prubéhu détstvi stoupa k vrcholu a do dospélosti opét

klesa. Proto je mozné, Ze aktivita ADH3 je vy3Si u nékterych déti neZz u dospélych.

U mySi byla zjisttna ADH3 mRNA v celych embryich v pocateCnich fazi
vyvojové analyzy, tj. 6,5 dne po poceti. V dalSi fazi vyvoje embrya po 13,5 dnech byla
exprese ADH3 mRNA pozorovana v mozku, jatrech, nadledvinkdch, spojivkach,

cichovém a stfevnim epitelu (Thompson et al., 2009; Westerlund et al., 2005).
1.5.3. Nova terminologie klasifikace ADH

Enzym ADH (EC 1.1.1.1) patfi kvelké enzymové superrodiné
dehydrogenas/reduktas substratd se stfednim fetézcem, které také zahrnuji
polyoldehydrogenasy, threonindehydrogenasy, chinonoxidoreduktasy a dalSi pfibuzné
enzymy. Pavodni nejednotné nazvoslovi vzniklé historicky postupné béhem objevovani
rlznych tfid téchto enzymud je dnes nahrazovano novou klasifikaci ADH enzym0
uvedené v tabulce 1. U obratlovch byly nalezeny tfidy ADH1, ADH2, ADH3, ADH4
a ADH6. ADHS5 je pozorovana jen u lidi a ADH7 jen u slepic. ADH Il je jedind ADH
tfida nalezena také u nizSich zvifat, rostlin, kvasinek a mikroorganismd. Rozmanité
izoenzymy popsané pro ADH tfidy I (u ¢lovéka, koné, pavidna, opice a jestérky), tfidy Il
(ADH2 u kralika), a tfidy 1ll (ADH3 u tresky a Zraloka) jsou oznacovany velkym

pismenem za arabskou Cislici (Duester et al., 1999).
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Tab. 1. NavrZzena klasifikace znamych ADHs u obratlovcu (Duester et al., 1999).

Organismus Trida | Trida I Trida 1l Tridalv  TridaV TridaVl Trida VIl
Clovék ADH1A ADH2 ADH3 ADH4 ADH5

ADH1B

ADH1C
Mys ADH1 ADH2 ADH3 ADH4
Krysa ADH1 ADH2 ADH3 ADH4 ADH6
Krecek ADH1 ADH6
Kun ADH1E ADH3

ADH1S
Pavian ADH1B

ADH1C
Opice ADH1A
Kralik ADH1 ADH2A  ADH3

ADH2B

Hlodavec ADH1
Slepice ADH1 ADH3 ADH7
Krepelka ADH1
PStros ADH1 ADH2
Kiwi ADH1
Aligator ADH1
Kobra ADH1
Jestérka ADH1A ADH3

ADH1B
Zaba ADH1 ADH4
Karas ADH1 ADH3H

ADH3L
Zralok ADH3A
ADH3B

Sliznatka ADH3

1.6. Rostlinna GSNOR

GSNOR Kkatalyzuje NADH-dependentni redukci GSNO na GSSG a NHs, bez
soucastného uvolnéni NO (Corpas et al., 2008, Thompson et al., 2009; Staab et al.,
2009). Proto je schopna GSNOR regulovat drovefi GSNO a nepfimo tak i obsah NO
a jeho dostupnost v rostlinach (Corpas et al., 2008) (Obr. 9).

Rostlinny enzym byl poprvé popsan v rostlinAch Arabidopsis thaliana.
Enzymova struktura odvozend z cDNA sekvence umoZnila jeji zafazeni do
komplexniho systému alkoholdehydrogenas a ukazuje, Zze vSechny formy GSNOR

sdileji enzymovy typ ADH tfidy Ill. Odpovidajici mMRNA ma délku 1,4 kb a je pfitomna
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ve vsech rostlinnych organech; v genomu byla nalezena pouze jedna kopie genu
(Martinez et al., 1996).

1.6.1. Strukturalni a funk ¢éni vlastnosti

Genové duplikace a mutace v aktivnim misté muzou vést ke vzniku gena, které
ztratily schopnost metabolizovat formaldehyd, ale ziskaly aktivitu ke kratkym Fetézcim

alkoholu jako je ethanol (Engeland et al., 1993).

Enzym z Arabidopsis ukazuje typickou strukturu ADH tfidy 1l (z 69 -89 %
identicka s lidskym a hrachovym enzymem), zatim co podobnost s ethanol-pfeméniujici
ADH tfidy | a P je zna¢né nizsi (53 - 58 % shodnosti) (Tab. 2). Ethanol-aktivni tfida
P enzym0 Arabidopsis a hrachu vyznamné vice souvisi s jejich pfislusnou tfidou IlI
(58 - 59 %) nez s tfidou | (47 - 51 %). Spole¢né tyto vysledky potvrdi, Ze tfida Il
predstavuje odliSnou rodinu, spole¢nou pro rostliny a zvifata, zatimco ethanol-aktivni

formy z rostlin (tfida P) a zvirat (tfida I) pfedstavuji oddélené struktury.

Tabulka 2. Vztah rostlinné tfidy Il ADHs (Arabidopsis a hrasek) k lidské 1l tfidé ADH

a ethanol-aktivni formy (lidska tfida | a tfidy P z rostlin).

Sekvence identifikovana z

o Arabidopsis Il hrach Il cloveék Il Arabidopsis P hrach P
%
hrach Il 89
Elov ék Il 69 69
Arabidopsis P 59 58 54
hrach P 58 58 51 84
Elovék | 53 54 62 51 47

Podobné zavéry jsou ziskané vyhodnocenim rezidui blizko aktivniho mista
(Obr. 7). Jen 3 z 23 zékladnich rezidui jsou jiné uvnitf Ill tFidy enzyma, a dvé z téchto
tfi vymén jsou uvnitf rostlinnych sekvenci. Toto signalizuje, Ze funkéni vlastnosti
enzymu ADH Il tfidy jsou silné konzervovany mezi evolu¢né vzdalenymi druhy. Na
rozdil od toho, Il tfida z Arabidopsis a hrachu je vysoce odliSna od jeji pfislusné tridy

P, s 12 zménami v 23 z&kladnich reziduich, ukazujici rozsahlou funk&ni odliSnost mezi
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dvéma tridami ADH v rostlinach.
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Obr. 7. Rezidua ve funkéné dulleZitych pozicich pro vazbu substratu a koenzymu ve
dvou sadach enzymd, tfida Ill z rostlin a lidi (vrchni €ast) a ethanol-aktivni tfidy P a |
(spodni &ast). Boxy signalizuji rozdilna rezidua uvnitf kazdé Il a P/l tfidy enzym

(pfevzato z Martinez et al., 1996).

Uvnitf dvou ethanol-aktivnich tfid (I a P) je vic rozdild pro rezidua v aktivnim
misté nez uvnitf dvojice Il tfidy/P tfidy, coZ podporuje zaveér, Ze se tfidy | a P sbliZily

do bézné aktivity vuci ethanolu rozdilnymi evolu¢nimi cestami.

Srovnani rostlinné linie (tfidy 1l a P) a zvifeci linie (tfidy 1l a 1) ukéazalo,
Ze rezidua jsou vice zachovana v aktivnim misté mezi rostlinnymi tfidami (11 z 23
zachovanych rezidui) nez mezi zvifecimi tfidami (7 z 23 zachovanych rezidui), tfebaze
celkové totoZnosti jsou vysSi ve druhé dvojici (Tab. 2). Ve vnitfni ¢asti Stérbiny pro
vazbu substratu mé rostlinna tfida P Thr v pozici 48 stejné jako ma tfida Ill, ale lidsk&
tfida | ma Ser. Tato Ser/Thr vyména muiZze vysvétlit nizkou aktivitu rostlinnych ADHs
smérem k sekundarnim alkoholim a cyklohexanolu. V této vnitini ¢asti Stérbiny pro
vazbu substratu jsou vSechna dalSi rezidua tfidy P identicka &i velmi podobna reziduim
tridy 1, vysvétlujici aktivitu enzymu vic¢i ethanolu a inhibici pyrrazolem spole¢nou témto

dvéma tfidam alkoholdehydrogenas.

s w7

Ve stfedni ¢asti vazebného mista substratu jsou Ctyfi z péti pozic odliSné mezi
tfidami | a P a nékteré z nich maji velmi rozdilna rezidua (Leu/Gly-57, Asp/Arg-115)
naznacujici rozdily ve specifité mezi dvéma enzymy. Tato oblast vazebného mista
odpovida reziduim, které spole¢né plsobi se stfedné velkymi a velkymi substraty.
Kineticka chovani tfid | a P s timto typem substrat( (tj. alifatické primarni alkoholy
a aldehydy) se velmi lisi. K, hodnoty tfidy enzymu | se snizenim délky substratu zvysi,
zatimco K., hodnoty tfidy P se zvySi se zvySenou délkou substratt. Strukturalni rozdily
uprostied Casti Stérbiny pro vazbu substratu jsou pravdépodobné odpovédné za tyto

zfetelnd substratova specifika.
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Arg-115 je pfitomen ve vSech rostlinnych tfidach P a vSech enzymovych tfidach
lll, ale ne ve tfidé I, kde bylo v tomto misté nalezeno negativné nabité reziduum (Asp).
To ukazuje, Ze Arg-115 prfedstavuje aniontové misto ve Il tfidé, coZ je podstatné pro
vazbu substratd jako S-hydroxymethylglutathion a pro aniontovou aktivaci

alkohol-oxida¢ni aktivity (Martinez et al., 1996).
1.6.2. Fylogenetické vztahy

Dostupnost enzymové struktury Arabidopsis umoznilo ziskat souvislost mezi
pary identickych variant ADH tfid ve vySSich rostlinach a savcich. Porovnani téchto
osmi priméarnich struktur a vypocet odpovidajiciho fylogenetického stromu déava
vysledek ukazany na Obr. 8. Topologicka vétev potvrzuje separatni duplikaci genud pro
tfidu rozdélenou do rostlinné a zvifeci linie ve shodé se zavéry z jednotlivych druhd
vétvi. Ackoli separace vétve vySSich tfid uvnitf kazdé FiSe (P a Ill v rostlinach versus
I a lll v savcich) jeSté neni dobfe definovand, jsou nyni dobfe definované dva druhy
vyznamné vétSi pro oba enzymy z ethanol-aktivnich tfid (P a I) nez pro oba
z formaldehyd-aktivnich enzymu (tfidy Il v rostlinné a zvifeci linii). Je prekvapujici
podoba mezi stupném evoluce u rostlinnych a zvifecich enzyma, uvazime-li, Ze se linie
po dlouh& obdobi vyvijely nezavisle. Jak je vidét v obou pfipadech, aktivita enzymu
vuci ethanolu je spojena s rychlou divergenci a aktivita vucéi formaldehydu vice

s pomalou divergenci (Martinez et al., 1996).
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Obr. 8. Fylogeneticky strom pro Ctyfi pary rostlinnych a zvifecich enzymu: rostlinné

tiidy Il a P, a zvifeci tfidy 1l a | (pfevzato z Martinez et al., 1996).
1.6.3. VSeobecné vlastnosti rostlinnych ADH t Fid Il

Molekularni a kinetické vlastnosti ADH Il izolované z Arabidopsis, hrachu
a kukufrice jsou napadné podobné vlastnostem nalezenym ve stejné skupiné enzym
savcl, bezobratlych a mikroorganismi. To poskytuje dikaz vysokého stupné
zachovani struktury a funkce tohoto enzymu béhem evoluce ve v3ech Zivotnich
formach (Achkor et al., 2003).

ADH tfidy 1ll je exprimovana v nizkém mnozstvi v Arabidopsis, asi 5 mU/g
proteinu a 17,5 mU/g Cerstva tkan. Toto je pfiblizné stejné mnozstvi (4 muU/g), jaké bylo
nalezeno v semenech hrachu (Pisum sativum) a dvojnasobek obsahu prezentovaného
v rostliné zelenci chocholatém (Chlorophytum comosum) (Martinez et al., 1996).
Glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa nebyla objevend v surovych
homogenatech Arabidopsis. Gen lll tfidy ADH je exprimovany v podobnych Urovnich
ve vSech rostlinnych organech, v obdobé s vSudypfitomnou distribuci odpovidajiciho
enzymu v zivocisnych tkanich. Toto je také slu€itelné s konstitutivnim vzorem exprese
navrhovanym pro zvifeci tfidu Ill, kterd se dale shoduje se strukturou genového

promotoru. Tento vzor exprese navrhuje podobnou roli tfidy Il v rostlinach a zvifatech,
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zapojovanou do eliminace endogenniho formaldehydu. Nizkd K. (7 uM) pro
S-hydroxylmethylglutathion (Tab. 3) je srovnatelna s hodnotami tfidy Ill ze zvifat. Tyto
hodnoty jsou pfislusné k eliminaci endogenniho formaldehydu vyprodukovaného
v rostlindch a zvifatech. Na rozdil od toho, tfida Il z kvasnic a bakterii ukazuje

mnohem vysSi K, v souladu s potencialné vyssi hladinou formaldehydu v Zivotnim

prostfedi mikroorganismu (Martinez et al., 1996).

Enzym z Arabidopsis exprimovany v kvasnici ukazal hodnotu K, 7 uM.
Katalytickd konstanta (K.y) odvozend od hodnoty K, pro S-hydroxymethylglutathion

1

Arabidopsis byla 1 351 min ~, pocitana s Mr = 90 000 (dimer), a katalyticka efektivita

(Kea/Km) byla 193 000 mM * min ™. Enzym vykazoval vysokou aktivitu v pH 10
k nékolika rostlinnym alkoholtm, jako farnesol a geraniol. V pH blizSimu fyziologickému
(pH 7,5), ukazal vyznamnou aktivitu jen farnesol, s Ke./K,, 780 mM ™ min ™. Substréaty
enzymu byly také jiné alkoholy se stfedné dlouhym fetézcem a w-hydroxy mastné
kyseliny, ale aktivita enzymu stémito substraty byla mnohem nizSi (Tab. 3)

(Achor et al., 2003)

Tabulka 3. Kinetické vlastnosti FALDH z Arabidopsis

Hodnoty pro S-hydroxymethylglutathion byly méfeny v 0,1 M fosfore€nanu sodném
(pH 8). Ostatnimi substraty byly méfeny v 0,1 M fosfore€nanu sodném (pH 7.5) nebo
v 0,1 M glycinovém pufru (pH 10). Ve vSech pfipadech byl pouzit 2,4 mM NAD.

n: s timto substratem nedosaZena saturace (Achor et al., 2003).

UM min™ mM* min*®

S-hydroxymethylglutathion (pH 8) 7 1,351 193 000
Farnesol (pH 7,5) 7,7 6 780
Farnesol (pH 10) 3 126 42 000
Geraniol (pH 7,5) n - 40
Geraniol (pH 10) 800 1200 1500
Cinnamylalcohol (pH 7,5) 22 000 324 15
Cinnamylalcohol (pH 10) 3 500 1220 350
Kyselina 12-hydroxydodekanova (pH 7,5) n - 20
Kyselina 12-hydroxydodekanova (pH 10) 4 700 335 70
Oktanol (pH 10) n - 130




1.6.4. Role GSNOR v metabolismu formaldehydu jako g  lutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasy

Katalyzuje NAD*-dependentni oxidaci formaldehydu poté, co reagoval s GSH
za vzniku S-hydroxymethylglutathionu (HMGSH) a pfedstavuje tak klicovy enzym
v detoxikaci endogenniho a exogenniho formaldehydu (Thompson et al., 2009;
Staab et al., 2008) (Obr. 9).

Formaldehyd, nedavno klasifikovany jako lidsky karcinogen, predstavuje
rizikové faktory pro zdravi nasledkem ucinkd na respiracni systém a pfi rozvoji alergii.
Formaldehyd mdze u Zivo€ichd i rostlin pochazet z mnoha endogennich i exogennich
zdroju (Thompson et al., 2009; Staab et al., 2009). Kvuli polarizované karbonylové
skupiné je formaldehyd vysoce reaktivni slou¢enina, kter& mize atakovat nukleofily
nebo elektrofily a mudzZe se Gc€astnit substituénich a adi¢nich reakci. V bunééném
prostfedi existuje fada potencialnich cild pro reaktivni formaldehyd vcéetné
redukovanych thiold. Reakci sthioly vznikaji hemithioacetaly jako napf.
S-hydroxymethylglutathion (HMGSH). Reakce s aminy vede ke vzniku Schiffovych
bazi. Dllezité je, ze tyto reakce predstavuji prvni krok v tvorbé kovalentnich aduktd
DNA - DNA, DNA - protein a protein - protein, kde amino skupiny pfitomné v DNA
a proteiny jsou kovalentné spojeny pfes methylenovy most odvozeny z formaldehydu.
V koneéném dlsledku to vede k mutagennim G€inkim a chromozomalnim zménam,

které jsou povaZzovany za zaklad karcinogenity formaldehydu (Staab et al. 2008).

Formaldehyd je pfikladem chemické Ilatky, ktera se zda& byt dobfe
metabolizovana u dospélych, ale je méné znamo o jeho uGCincich u déti. Snahy
porozumét rozdilu citlivosti dospélych a déti se zaméfily na fyziologické parametry
a ontogenezi enzymu, které by mohly ovlivnit chemickou dispozici (Thompson et al.,
2009).

1.6.4.1. Duasledky formaldehydu a S-nitrosoglutathionu na astma

Je velmi pozoruhodné, Ze oba reverzni substraty ADH3, formaldehyd a GSNO,
spoustéji nebo dokonce spole¢né podporuji zcela opa¢né Gc€inky na astma. Je velmi
dobfe znadmo, Ze formaldehyd vystupuje jako bronchokonstrikéni latka a zhorSuje
symptomy astmatu, i kdyZ pfesné molekularni mechanismy tohoto U¢inku nejsou dobfe
pochopeny. Naproti tomu GSNO pusobi jako endogenni bronchodilatator v tekutiné
sliznice dychacich cest, chrani pred precitlivélosti a je vyCerpan z dychacich cest
pacient s astmatem. VySe popsané vysledky mohou predstavovat mechanismus,

kterym formaldehyd uplatiuje zhorSujici 4€inek na astma. Za astmatickych podminek,
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véetné poskozeni plicnich epitelovych bunék, jsou ADH3, GSH a NAD" pravdépodobné
pfitomny v tekutiné sliznice dychacich cest a vdechnuti formaldehydu by mohlo vést
k rychlé spotfebé GSNO, coz vede k zUZeni prudusSek a zvySené precitlivélosti
dychacich cest (Staab et al., 2008).

1.6.5. Role v metabolismu all-trans retinolu

Purifikovana ADH3 vykazuje sice velmi nizkou enzymovou aktivitu k retinolu,
ale publikované studie ukazuji, Ze vSudypfitomna exprese ADH3 muiZe vyznamné

pFispivat k produkci kyseliny retinové (Thompson et al., 2009) (Obr. 9).

Reakce 1 o
CH,OH \j
GSH o o > Lo NAD*  NADH o 5 Lo
—0 N » | L_A 7 N
HOJ/"'ME N\)]\OH ADH3 Ho)l"'(\)l\u \)LOH
NH, o) NH, o]
(hydroxymethy! glutathione, HMGSH) (S-formylglutathione)
Reakce 2
°~‘r\'1
GSH o S o o NADH NAD" o H,NOS o o
. H H
o —— JU IO e U AL,
o NH, rearrangement o NH;
(S-nitrosoglutathione, GSNO) (glutathione sulfinamide, GSNOH,)
Reakce 3

NAD®  NADH (I)

\ / " N
= Z yZ > OH

ADH3

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

Obr. 9. Tfi hlavni metabolické ¢innosti ADH3. Glutathion (GSH)-dependentni oxidace
formaldehydu (reakce 1). ADH3 uc¢inné katalyzuje NADH-dependentni redukci GSNO
(reakce 2). ADH3 ma také velmi omezenou kapacitu metabolizovat all-trans-retinol
(reakce 3), ale vzhledem k jeji celkové vSudypfitomné expresi bylo navrzeno, Ze

vyznamné pfispiva k vyrobé kyseliny retinové (upraveno z Thompson et al., 2009).
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1.6.6. Vliv bun ééného redoxniho potencialu: glutathion

Dosavadni Gdaje naznacuji, Ze vyskyt redukce GSNO zprostifedkované ADH3,
stejné jako vytvofeny produkt, jsou pod kontrolou bunééného redoxniho potencidlu.
S-nitrosoglutathion je redukovan ADH3 za tvorby meziproduktud, které mohou déle vést
k tvorbé glutathion-sulfinamidu (GSONH,) nebo mohou vést po reakci s molekulou
GSH k tvorbé glutathion-disulfidu (GSSG, Obr. 10). Typicka buné¢né koncentrace GSH
v milimolarnim rozsahu bude zpomalovat reakci katalyzovanou ADH3 a brénit
pfeskupeni na sulfinamid kvantitativnim  zachycenim  S-hydroxyaminového
intermediatu. Nicméné intracelularni hladina GSH muZe znacné kolisat a vyCerpani
GSH se vyskytuje u rliznych chorob, spojenych s oxidaénim stresem nebo vystaveni
toxickym latkdm. In vitro, nizké koncentrace GSH podporuji pfeskupeni na GSONH..
GSONH,; se spontanné hydrolyzuje na sulfinové kyseliny (GSO,H) a neni vylou€eno,
Ze pod trvalym nebo extrémnim oxidativhim stresem muaze byt sulfinova kyselina dale
oxidovana na kyselinu glutathionsulfonovou (GSOsH). Zajimavé je, Ze tyto tfi produkty
maji rostouci potencial k inhibici glutathion-transferas, dllezitych enzyma bunécéné
obrany proti cizorodym latkdm. To by mohlo pfedstavovat novy mechanismus toxicity,
kde té&Zky nitrosacni a oxidaéni stres vede kinhibici také GSH-dependentnich
detoxifikacnich enzym. Na druhou stranu by to mohl byt mechanismus zamezeni dalsi
ztrdty GSH, aby se zachovaly zbytky GSH pro odstrafiovani reaktivnich forem kysliku
(ROS). Zejména zucastnéné produkty ukazaly nékolik paralel k redox-dependentnimu
stavu modifikace proteinovych thiold a mohou pfedstavovat nizkomolekularni senzor

pro redoxni stav bunky (Staab et al., 2008).
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Obr. 10. Model pro tvorbu produktd metabolismu GSNO zprostfedkované ADH3
v zavislosti na lokélni koncentraci GSH. Pfi nedostatku GSH, ADH3-zprostfedkovana
redukce GSNO je rychld a intermediatorovy S-hydroxylaminoglutathion (GSNHOH)
muze byt spontanné preskupeny na glutathion-sulfinamid (GSONH,). GSONH, se
¢astecné hydrolyzuje na sulfinovou kyselinu (GSO,H), ktera je pravdépodobné
oxidovana na glutathionsulfonovou kyselinu (GSO3;H) v oxidacnim stresu (ROS,
reaktivni formy kysliku). Tyto tfi druhy produktt GSONH,, GSO,H a GSOs;H maji
vzrustajici schopnost inhibice mikrosomalni glutathion-transferasy (MGST1), enzymu
GCastniciho se GSH-dependentni detoxifikace elektrofilnich substratd. V kontrastu,
milimolarni mnozstvi GSH sniZuje rychlost ADH3-zprostiedkované redukce GSNO
a intermediatorovy GSNHOH je zachycen GSH za tvorby GSSG a hydroxylaminu
(NH,OH). Trvale maze byt NADH pro redukci GSNO poskytnuta oxidativnimi ADH3
cestami, napf. oxidaci glutathionovych aduktl formaldehydu (HMGSH) (pfevzato
Z Staab et al., 2009).

1.6.7. Vliv bun ééného redoxniho potencialu: NADH

Za normalnich redoxnich podminek Ize bunéény pomér NAD*/NADH povaZovat
za nepfiznivy pro redukéni cesty. Naopak pomér NADP*/NADPH se obvykle udrZuje
nizky, coz umozfiuje vyuZziti NADPH v biosyntetickych reduktivnich cestach. ADH3

v8ak nemUze efektivné pouzit alternativni kofaktor NADPH pro redukci GSNO. Proto
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by mohla byt redukce GSNO pomoci ADH3 Fizena také dostupnosti NADH a zvySovani
hladiny intracelularniho NADH mdzZe vyvolat zvySenou redukci GSNO. Zménu
v hladiné NADH mohou vyvolat rdzné faktory: napfiklad ADH zprostfedkovany
metabolismus ethanolu v hepatocytech vede k vyznamnému redoxnimu posunu.
Spotfeba glutathionu v feochromocytomové bunééné linii (bézné pouzivané jako model
neuronu), vede Kk inhibici mitochondrialniho komplexu |, NADH dehydrogenazy
a pravdépodobné by mohla zplsobit akumulaci NADH v burice. Kromé toho ADH3
sama katalyzuje oxidacni reakce, které produkuji NADH, z nichz nejdllezitéjSi je

oxidace (dehydrogenace) formaldehydu (Staab et al., 2008).
1.7. Metody pouzivané ke stanoveni aktivity GSNOR

V oblasti studia funkce GSNOR Zivocichu i rostlin byla pouzita fada metod
umoznujicich stanoveni aktivity GSNOR. Rozvoj a aplikace téchto metod muze pfispét
k lepSimu pochopeni funkce NO a dalSich RNS ve fyziologii a biochemii rostlin
(Corpas et al., 2008). Pomoci téchto metod je zkoumano, zda-li m4 rostlinna GSNOR
schopnost metabolizovat GSNO a jaky je vyznam enzymu v oblasti ochrany proti

nitrosativnimu stresu (Sakamoto et al., 2002).

Mezi metody pouZzivané k tomuto stanoveni
. spektrofotometrické stanoveni S-nitrosoglutathionreduktasové aktivity
. fluorescenéni  detekce  S-nitrosoglutathionreduktasové  aktivity na
polyakrylamidovych gelech
. detekce glutathiondependentni formaldehydehydrogenasové aktivity na

polyakrylamidovych gelech
1.7.1. Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

GSNOR aktivita je stanovena spektrofotometricky pfi 25 € sledovanim
oxidace NADH pfi 340 nm. Rostlinné vzorky se pfed méfenim odsoluji na vhodné
koloné s gelovou matrici, napf. Sephadex G-25. Poté se vzorky inkubuji v reakéni
smési obsahujici reakéni pufr (typicky 20 mM Tris-HCI, pH 8), obsahujici EDTA
a NADH (obvykle 0,1-0,2 mM) a reakce je spusténa pfidanim GSNO v kone¢né
koncentraci obvykle 0,4 mM. Cerstvé roztoky GSNO jsou pfipraveny tésné pied
pouzitim (musi mit rGZovou barvu) a pfed pouZitim jsou uschovany na ledoveé lazni
a chranény pred svétlem. Aktivita je vyjadfena jako spotfebované mnoZstvi nmol
NADH za 1 min na 1 mg proteinu pouzitim molarniho absorp&niho koeficientu NADH
(€340 = 6,22 mM™cm™) (Sakamoto et al., 2002; Corpas et al., 2008).
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1.7.2. Fluorescen ¢éni detekce GSNOR aktivity na polyakrylamidovych
gelech

Metoda detekce aktivity GSNOR na polyakrylamidovych gelech je zaloZena na
sledovani snizeni fluorescence NADH vlivem spotfeby kofaktoru v misté vyskytu
enzymu na gelu (Seymour & Lazarus, 1989 a Fernandez et al., 2003). Nativni
polyakrylamidova gelova elektroforéza se provadi pouZzitim 6 % akrylamidového gelu
v Tris-boritém-EDTA pufru (8,9 mM Tris baze, 8,9 mM Kkyselina borita, 0,2 mM
Na,EDTA), pH 8, podle Laemmliho 1970. Gely jsou namocené v 0,1 mM fosfore€nanu
sodném, pH 7,4, obsahujicim 2mM NADH po dobu 15 minut v ledové lazni.
Prebytec¢ny pufr je odstranén a gely jsou pokryty prouzky filtraéniho papiru
namoceného v Cerstvé pfipraveném 3 mM GSNO a inkubovany ve tmé. Po 10 - 15
minutach je filtraCni papir odstranén a mohou byt zviditelnéné bandy osvicenim
ultrafialovym svétlem (vinova délka pro excitaci je 340 nm, pro emisi 460 nm).
Pfitomnost aktivity GSNO ukazuji tmavé prouzky odpovidajici vymizeni NADH
fluorescence. Kvantifikaci sniZzeni intenzity fluorescence Ize provést pouzitim
dokumentacniho systému ve spojeni s vysoce citlivym fotoaparatem. Pfiklad analyzy
aktivity GSNOR nativni polyakrylamidovou gelovou elektroforézou extraktd listu hrachu
je vidét na Obr. 11 (Corpas et al., 2008).

e e

C Cd

Obr. 11. Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza extraktl listu hrachu a detekce

aktivity GSNOR. Rostliny hrachu rostly ve sklenikovych podminkach bez kadmia (C)
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a s 50 uM CdCl, (Cd). Listovy extrakt (200 pg proteinu) byl podroben elektroforéze na
6 % akrylamidovém gelu, a potom byla provedena detekce aktivity GSNOR sledovanim

sniZeni fluorescence NADH (pfevzato z Corpas et al., 2008).

1.7.3. Detekce glutathiondependentni formaldehyddeh  ydrogenasové

aktivity na polyakrylamidovych gelech

Tato metoda je zaloZena na pouziti umélych elektronovych akceptord typu
nitrotetrazoliové modfi, jejichz redukce vede ktvorbé nerozpustnych formazanu

tvoficich modrofialové prouzky na gelu v misté vyskytu enzymu.

Gely jsou po elektroforéze za nativnich podminek inkubované pfi 25C v 0.1 M
pufru fosfore¢nanu sodného, pH 7, obsahujici 0,1 mM NAD", 0,1 mM nitrotertazoliovou
modf (NTB), 0,1 mM fenazinmethosulfat (PMS), 1 mM redukovany glutathion a 1 mM
formaldehyd.

Detekce aktivity in situ po gelové elektroforéze v nativnich podminkach ukazuje,
Ze frakce z transformovanych bunék pAtGSFDH mély velkou GSNOR aktivitu, ktera
byla jasné odliSena od endogenni aktivity (Obr. 12). Specifick& aktivita byla 92,3 + 11,3
(extrakty bunék exprimovanych Arabidopsis) a 0,5 + 0,1 (extrakty kontrolnich bunék)
nmol/min/mg proteinu (n =3). Touto metodou bylo potvrzeno, Ze rekombinantni
Arabidopsis GS-FDH byla produkovana v E. coli v jeji aktivni formé (Sakamoto et al.,
2002)

Obr. 12. Aktivita rekombinantni Arabidopsis GS-FDH v E. coli
1: rozpustna frakce kontrolnich bunék E. coli pET23d
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2: rozpustna frakce transformovanych bunék E. coli pAtGSFDH. Sipka ukazuje
rekombinantni Arabidopsis GS-FDH. Hvézdicka ukazuje endogenni aktivitu E. coli

(pfevzato z Sakamoto et al., 2002).
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EXPERIMENTALNI CAST
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2.1. Materidl a p Fistrojové vybaveni

2.1.1. Chemikalie

* Aceton

* Akrylamid

* Bio-Safe Coomassie

« Bisakrylamid

» Bromfenolova modf

» Coomasie Blue

* EDTA

* Ether

« Formaldehyd

* Glycerol

* Glycin

* GSH (glutathion)

* GSNO (S-nitrosoglutathion)

* Kyselina fosfore¢na

* Kyselina chlorovodikova

* Methanol

» Mofsky pisek

* MTT (thiazolova modr)

* N-butanol

* NAD" (nikotinamid adenin dinukleotid)
* NADH (nikotinamid adenin dinukleotid)
* NaNO,

« NBT (nitrotetrazoliova modr)
 Paraformaldehyd

« Persiran amonny

* PMS (fenazinmethosulfat)

« TEMED (N,N’ - tetramethylendiamin)

* Tris
2.1.2. Pristroje

« analytické vahy, Sartorius, Gottingen, Némecko
« digitalni pH metr WTW 526, InoLab, Némecko
« digitalni pfedvazky, KERN, Némecko
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Lach-Ner
Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad
Lach-Ner
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Lach-Ner
Acros
Cayman
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
P-Lab
Lach-Ner
Fluka

Acros
Lach-Ner
P-Lab
Sigma-Aldrich
Acros

Fluka

Fluka
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« elektromagnetick& michacka IKA, Labortechnik, Némecko

* chlazena mikrocentrifuga 5415R, Eppendorf, Némecko

» automatické pipety, Eppendorf, Némecko

» mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT, BioTek Instruments, USA

* lightWave Il UV-Vis |l diode array UV/Visible spectrophotometer (WPA) with portable
stirring plates IKA lab disc

« zafizeni pro elektroforézu

« zdroj pro elektroforézu POWER PAC 300, Bio-Rad, USA

« vortex, STUART, UK

« elektromagnetickd michacka IKA (Labortechnik, Némecko)
2.1.3. Roztoky
2.1.3.1. Roztoky pro elektroforézu

« akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid (AA/BIS): 30 % akrylamid, 0,8 % bisakrylamid
* pufr do zaostfovaciho gelu: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

* pufr do déliciho gelu: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

* elektrodovy pufr: 0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin, pH 8,3

* 60 % glycerol

* 10 % persiran amonny
2.1.3.2. Roztoky pro m éfeni aktivity

* Tris/HCIl s EDTA: 20 mM Tris/HCI, pH 8, 0,5 mM EDTA
5 mM NADH: 7,1 mg NADH rozpusténo v 2 ml Tris/HCI s EDTA
* 10 mM GSNO: 6,7 mg GSNO rozpusténo v 2 ml 0,5 M HCI

2.1.3.3. Roztoky pro stanoveni protein U

» pracovni roztok cinidla Bradfordové: zasobni roztok Coomasie Blue nafedény
deionizovanou H,O v poméru 1:4
o zasobni roztok cinidla Bradfordové: 50 mg Coomasie Blue G250 rozpusténo

v 25 ml MeOH a 50 ml 85 % kyseliny fosfore¢né
2.1.3.4. Barvici roztoky

« Biosafe staining (komeréni roztok Biosafe, BioRad, USA)
« Barvici roztok s NTB: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,5, 0,6 mM NAD", 0,02 mM PMS,
0,2 mg/ml NBT, 4,8 mM formaldehyd, 1 mM GSH
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« Barvici roztok s MTT: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,5, 0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS,
0,04 % MTT, 1 mM formaldehyd, 1 mM GSH
* 2 mM NADH, 3 mM GSNO

2.1.4. Rostlinny materidl

Hrach sety (Pisum sativum)

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)
2.2. Metody

2.2.1. Priprava rostlinného materialu

Semena Arabidopsis thaliana byla vyseta do kvétina¢a s péstebnim substratem
a po vytvoreni minimalné 2 pravych listl vyjednocena na mnoZzstvi 4 rostlin na
1 kvétina€. Semena hrachu byla namoc¢ena pfes noc ve vodé a nabobtnanad semena
byla vyseta do misek s perlitem. Rostliny A. thaliana i hrachu byly péstovany ve

fytotronu pfi teploté 22 € a sv ételném rezimu 12h den/ 12h noc.
2.2.2. Priprava rostlinného extraktu

Rostlinny material byl homogenizovan v tfeci misce s morskym piskem na ledu
s 0,1 Tris/HCI, pH 7 v poméru 1:1 (w/v). Extrakt byl centrifugovan v centrifugacnich
zkumavkach 15 minut pfi 12 000 ot/min a teploté 4 . Supernatant byl rozpipetovan
do mikrozkumavek a uskladnén v mrazicim boxu pfi teploté -20 T pro nasledujici

pouziti.

Pro odsoleni vzork( rostlinnych extraktt byly pouzity Zeba (Pierce, USA)
kolonky, do kterych byl po centrifugaci napipetovdn supernatant a kolonky

centrifugovany 3 minuty pfi 1000 RTF.
2.2.3. Nativni elektroforéza

Metoda diskontinudlni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za nativnich
podminek byla provedena v 8 % délicim a 4 % zaostfovacim gelu, kdy po napipetovani
jednotlivych sloZek gelu byla zahdjena polymerace akrylamidu a bisakrylamidu volnymi
radikaly vzniklymi pfi rozkladu pfidaného roztoku persiranu amonného. Stabilizatorem
volnych radikald byl TEMED. Roztok gelu byl pfenesen pomoci pipety do prostoru mezi
skla. Po postupném ztuhnuti obou gelt byly vioZzeny do elektroforetické komurky a byl
nalit elektrodovy pufr. Do jamek byly naneseny vzorky pfipravené smichanim

rostlinného extraktu s 60 % glycerolem v poméru 3:1 (viv). Do krajnich jamek byla
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nanesena smés bromfenolové modfi s glycerolem, pro monitorovani prabéhu
elektroforézy. Komurka byla uzaviena a pfipojena ke zdroji nestaveném na konstantni
napéti 100 V, které se po doputovani zény bromfenolové modfi na rozhrani
zaostfovaciho a déliciho gelu zvySilo na konstantni napéti 180 V. Jakmile zona
bromfenolové modfi doputuje téméfF na uroven dolniho okraje skla byl vypnut zdroj
napéti, odstranéno viko, vylit elektrodovy pufr a poté oddélen gel od skla a pfenesen

do pfipravené nadoby pro barveni.
2.2.4. Barveni gel G
2.2.4.1. Biosafe staining

Jde o barveni zaloZzené na Coomassie Blue ale bez pfitomnosti toxického
methanolu, s citlivosti detekce udavanou vyrobcem az 8 ng. Zviditelni vSechny proteiny
v gelu, které se tam nachazeji v dostate¢né koncentraci. Na bilém pozadi pozorujeme

modré proteinoveé prouzky.
2.2.4.2. Detekce aktivity GS-FDH

» Barveni pomoci NBT

V0,1 M fosfatovem pufru, pH 7,5 bylo rozpuSténo navdzené mnozstvi
0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,1 mM NBT, 1 mM formaldehyd a 1 mM GSH.

* Barveni pomoci MTT

V0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,5 bylo rozpusSténo navazené mnozstvi
0,1 mM NAD", 0,1 mM PMS, 0,04 % MTT, 1 mM formaldehyd a 1 mM GSH.

2.2.4.3. Detekce aktivity GSNOR

» Fluorescencéni detekce pomoci NADH a GSNO

Gel byl ponofen do roztoku navazeného mnozstvi NADH. Po 15 minutové
inkubaci v ledové lazni byl roztok NADH slity a gel pokryt filtraCnim papirem
namocenym v roztoku GSNO. Po 10 - 15 minutach byl filtracni papir odstranén. Gel byl
vystaven ultrafialovému svétlu, kdy pfitomnost aktivity GSNOR byla dokazana
pozitivnimi bandy odpovidajici zmizeni NADH fluorescence diky pfitomnosti enzymu

a substratu.
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2.2.5. Spektrofotometricka stanoveni
2.2.5.1. Stanoveni protein G metodou Bradfordové

Méfeni bylo provadéno na mikrodesti¢kach, kdy do jednotlivych jamek bylo
napipetovano 45 pl deionizované vody, 5 ul vzorku a 200 ul pracovniho cinidla
Bradfordové. Po protfepani a inkubaci minimalné 5 minut, kdy se vyvijelo zbarveni,
byla méfena na readru absorbance pfi 595 nm. Jako kalibracni standard byl pouZit

hovézi sérovy albumin o koncentraci 0,1 - 1 mg/ml.

2.2.5.2. Stanoveni aktivity GSNOR
* Desticky

Do jednotlivych jamek mikrodesticek bylo napipetovano 5-20 pl extraktu,
10 pl NADH (vysledn& koncentrace 0,28 mM), 170 - 185 pl fosfatového pufru a reakce
byla startovana pfidavkem 10 yl GSNO (vysledna koncentrace 0,28 mM).

* Kyvety

Do kyvety bylo napipetovano 5-15 ul extraktu, 100 yl NADH (vysledn&a
koncentrace 0,2 mM), 2295 - 2285 ul fosfatového pufru a reakce byla startovana

pridavkem 100 yl GSNO (vysledna koncentrace 0,4 mM).
Zména absorbance (oxidace NADH) byla méfena pfi 340 nm.
2.2.6. Priprava pevného S-nitrosoglutathionu

Navazené mnozstvi redukovaného GSH (0,614 g) bylo rozpusténo v 3 ml
1 M HCI a vychlazeno na ledu, poté bylo pfidano 0,138 g NaNO, a 40 minut michano
na ledu do vzniku Eerveného roztoku. Pfidanim 5 ml acetonu a michanim 10 minut na
ledu vznikla husta fialova srazenina, kterd byla odsata na filtracnim papiru na
Buchnerové nélevce a postupné promyta 2 krat 10 ml ledové deionizované vody, 2 krat
10 ml ledového acetonu a nakonec 2 krat 10 ml ledového etheru. Filtrat byl vysuSen ve

tmé v exsikatoru a poté zamrazen.
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2.3. Vysledky a diskuse

2.3.1. Spektrofotometrické stanoveni protein & metodou Bradfordové

Tab. 4. Stanoveni celkovych proteind v extraktech listd Arabidopsis (5 x Fedény

vzorek).

vzorek enzymu protein primérna hodnot a

(ul) (mg/mi) (mg/mli)

neodsoleny vzorek
0,643
5 0,375 0,442
0,307
odsoleny vzorek
0,208
5 0,325 0,296
0,354

Pouzitim metody Bradfordové bylo zjiSténo, Zze primérna hodnota celkovych
proteinl v extraktu z Arabidopsis thaliana je 2,21 mg/ml u neodsoleného vzorku

a 1,48 mg/ml u vzorku odsoleného (Tab. 4).

Tab. 5. Stanoveni celkovych proteint v extraktu z hrachu (20 x fedény vzorek).

vzorek enzymu protein pramérna hodnota
(M) (mg/ml) (mg/ml)

neodsoleny vzorek
0,510
5 0,514 0,520
0,536
odsoleny vz orek
0,322
5 0,476 0,366
0,299

Pro vzorky extraktd hrachu byly uréeny primérné hodnoty celkovych proteind

10,40 mg/ml u neodsoleného vzorku a 7,31 mg/ml u vzorku odsoleného (Tab. 5).



2.3.2. Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

V extraktech z listi Arabidopsis thaliana se aktivitu GSNOR nepodafilo urcit. Pfi
méfeni aktivity GSNOR v extraktech hrachu bylo dosaZeno rozdilnych vysledkd pfi

pouZziti metody v mikrodesti¢kach a v kyvetach (Tab. 6, 7).

Tab. 6. Stanoveni aktivity GSNOR v extraktu hrachu v mikrodesti¢kach.

vzorek enzymu pram. zména celkova aktivita specificka aktivita

(ml) absorbance/min (nkat/ml) (nkat/mg proteinu)

neodsoleny vzorek

0,010 -0,010 0,063 0,65
0,020 -0,022 0,069 0,72
odsoleny vzorek
0,005 -0,020 0,250 1,83
0,010 -0,031 0,194 1,42
0,015 -0,066 0,276 2,02
0,020 -0,079 0,247 1,81

Z vysledkd v tabulce €. 6 bylo zjisténo, Ze primérna hodnota aktivity GSNOR
u hrachu setého je u neodsoleného vzorku 0,066 nkat/ml a 0,258 nkat/ml u vzorku
odsoleného. Primérnd hodnota specifické aktivity je 0,68 nkat/mg proteinu

u neodsoleného vzorku a 1,89 nkat/mg u odsoleného.

Tab. 7. Stanoveni aktivity GSNOR v extraktu hrachu v kyvetach.

celkova - o
vzorek enzymu _ prim. zména o specificka aktivita
AV/min ] aktivita ]
(ml) absorbance/min (nkat/mg proteinu)
(nkat/ml)
neodsoleny vzorek
-0,344
0,005 -0,171 -0,318 0,426 4,43
-0,310
odsoleny vzorek
-0,348
0,005 -0,333 0,445 3,26
-0,363



Z vysledkd v tabulce €. 7 bylo zjisténo, Ze pramérnd hodnota aktivity GSNOR
u hrachu setého je u neodsoleného vzorku 0,426 nkat/ml a 0,445 nkat/ml u vzorku
odsoleného. Primérna hodnota specifické aktivity je 4,43 nkat/mg u neodsoleného
vzorku a 3,26 nkat/mg u odsoleného.

Porovnani naméfenych vysledkd aktivity GSNOR v extraktech hrachu
s publikovanymi vysledky (Martinez et al., 1996) specifické aktivity 4,167 nkat/mg
proteinu ukazalo, Ze hodnoty namérené v kyvetach se vice pfibliZuji této hodnoté.

2.3.3. Detekce aktivity na polyakrylamidovém gelu p o nativni elektroforéze

Byla provedena nativni elektroforéza extraktd hrachu na polyakrylamidovém

gelu, kde bylo nanaSeno postupné zleva vzdy 20, 15, 10 a 5 ul vzorku.

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 13. Detekce GS-FDH aktivity s pomoci NBT (1 - 4) nebo MTT (5 - 8).

Na obrazku 13 vidime nativni polyakrylamidovou gelovou elektroforézu extraktd
listu hrachu a detekci aktivity GS-FDH. Listovy extrakt byl podroben elektroforéze na
akrylamidovém gelu, a potom byla provedena detekce aktivity GS-FDH pomoci NTB
nebo MTT.

Snazili jsme se tyto dvé metody optimalizovat zménou mnozstvi pfidavanych
latek a raznym poradim jejich pfidavani do barvici smési, ale detekce aktivity GS-FDH
pomoci téchto dvou metod se nepodafila provést v souladu s dfive publikovanymi
vysledky. U barvici smési s NBT nedochazelo ke vzniku o&ekavanych tmavych
prouzkd na gelech, u barvici smési s MTT se podafilo v nékterych pfipadech tmavé
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prouzky pozorovat, ale tyto vysledky nebyly pfili§ reprodukovatelné. Tyto metody bude
mozno optimalizovat s pouzitim dostupného purifikovaného rekombinantniho enzymu
GSNOR z rajCete.

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 14. Detekce proteind pomoci Biosafe Staining (1 - 4) a fluorescenéni detekce
aktivity GSNOR (5 - 8).

Na obrazku 14 vidime nativni polyakrylamidovou gelovou elektroforézu extraktu
listu hrachu, detekce proteini a detekci aktivity GSNOR. Listovy extrakt byl podroben
elektroforéze na akrylamidovém gelu, a potom bylo stanoveno mnozstvi protein(
pomoci Biosafe Staining a na druhém gelu byla provedena detekce aktivity GSNOR

sledovanim snizeni fluorescence NADH (vidime jako tmavé prouzky).

V souladu s Udaji z literatury, fluorescenéni detekce pomoci NADH a GSNO se
ukazala jako vhodnou metodou pro detekci GSNOR s rostlinnych extraktech
(Barroso et al., 2006; Corpus et al., 2008). Také tato metoda bude optimalizovana
s pouzitim rekombinantniho enzymu véetné kvantifikace po densitometrickém

vyhodnoceni na dokumentaénim systému.
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ZAVER

Teoreticka ¢ast byla zaméfena na studium a zpracovani informaci o hlavnich
slou¢eninach hrajicich roli v S-nitrosylaci protein. Byly popsany poznatky tykajici se
rostlinné a Zivocidné S-nitrosoglutathionreduktasy. Prace se déle zabyvala roli GSNOR
v riznych metabolickych drahach jako glutathion-dependentni oxidace formaldehydu,
NADH-dependentni redukce GSNO a metabolismus all-trans-retinolli. V zavéru
teoretické Casti byly sepsany zakladni metody pouZivané pro stanoveni aktivity tohoto

enzymu.

V experimentalni &asti bylo stanoveno mnoZstvi celkovych proteind
u Arabidopsis thaliana a hrachu setého. Aktivita S-nitrosoglutathionreduktasy
v extraktech Arabidopsis thaliana a hrachu setého byla uréena spektrofotometricky

a fluorescencné na polyakrylamidovych gelech.
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AA/BIS
ADH
ADH1
ADH3
Arg

Asp
AtNOS1
BH,
cDNA
CdCl,
CLSM
Co
DAF-2 DA
DNA

Ec
EDTA
eNOS
FAD
FALDH
FHb
FMN
Glu

Gly
GPCR
GSH
GSNO
GSNHOH
GSNOR
GSO:H
GSO;H
GSONH;,
GSSG
HMGSH
H,O
INOS

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
akrylamid-N,N‘-methylenbisakrylamid

alkoholdehydrogenasa
alkoholdehydrogenasa tfidy |
alkoholdehydrogenasa tfidy 11

arginin

kyselina asparagova

gen proteinu souvisejiciho s produkci NO
tetrahydrobiopterin

komplementarni DNA

chlorid kademnaty

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
kolenchymatické buriky

4 5-diaminofluorescein diacetat
deoxyribonukleova kyselina
epidermalni pokozka
ethylendiamintetraoctova kyselina
endotelova synthasa oxidu dusnatého
flavin adenindinukleotid
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
flavohemoglobin

flavinmononukleotid

kyselina glutamovéa

glycin

G-protein-coupled receptor

glutathion

S-nitrosoglutathion
S-hydroxyaminoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
glutathionsulfinova kyselina
glutathionsulfonové kyselina

glutathion sulfinamid

glutathion-disulfid (oxidovany glutathion)
S-hydroxymethylglutathion

voda

indukovatelna synthasa oxidu dusnatého
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kDa kilodalton

Leu leucin

MGST1 mikrosomalni glutathion-transferasa

MRNA medidtorova RNA

MTT thiazolova modf

NAD"* nikotinamidadenindinukleotid (oxidovanana forma)
NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
NADP”* nikotinamidadenindunukleotidfosfat (oxidovanana forma)
NADPH nikotinamidadenindunukleotidfosfat (redukovana forma)

Na,EDTA disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové

NaNO, dusitan sodny

NH; amoniak

NH,OH hydroxylamin

nNOS neuronova synthasa oxidu dusnatého
NO oxid dusnaty

NO, oxid dusicity

N,O4 oxid dusity

NOS synthasa oxidu dusnatého
NTB nitrotetrazoliova modf

0, molekula kysliku

0, superoxidovy radikal
ONOO- peroxynitrit

Pa parenchymatické bunky

pAtGSFDH transformované buriky E. coli

pET23d kontrolni buriky E. coli

Phe fenylalanin

PMS fenazinmethosulfat

p53 protein regulujici expresi mnoha genu
RNS reaktivni formy dusiku

RSNO S-nitrosothioly

ROS reaktivni formy kysliku

Ser serin

SNOs S-nitrosothioly

TEMED N,N‘-tetramethylendiamin

Thr threonin

X xylémové burky

yhbl gen Saccharomyces cerevisiae pro flavohemoglobin
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