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1. Uvod

Oxid dusnaty (NO) je molekula s velice kratkou do-
bou zivota, pfitomna v rostlinnych i zivo¢isnych buitkach
v podobé¢ plynného radikalu. Zastava fadu dilezitych funk-
ci ve fyziologickych i patofyziologickych procesech ve
vSech typech organismi. Signalni mechanismy NO jsou
zprostfedkovany interakci NO s reaktivnimi partnery, jako
jsou napf. reaktivni formy kysliku (ROS), pfechodné kovy
v hemovych strukturach, thioly a lipidové radikaly, a do-
chazi k nasledné zméné jejich biologické aktivity'. Dobie
charakterizovana tzv. cGMP-zavisla signalni draha NO je
zalozena na vazbé NO na atom zeleza hemu v aktivnim
mist¢ enzymu guanylatcyklasy (EC 4.6.1.2), vedouci
k aktivaci enzymu a zvySeni vnitrobunééné hladiny druhé-
ho posla cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP)?.

V poslednich letech byl popsdn mechanismus a vy-
znam fady dalSich signdlnich drah NO, spojeni
s kovalentnimi modifikacemi proteind reaktivnimi forma-
mi za vzniku rizné stabilnich produktt: nitrosace, nitrosy-
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lace a nitrace®. Kromé jejich zapojeni v signalnich mecha-
nismech prostfednictvim zmén struktur nebo cilovych
proteint se ukazuje vyznam poruch regulace tvorby nebo
odbouravani vyslednych modifikovanych proteinti v fadé
patologickych procest jako zanéty a neurodegenerativni

choroby™’.
Pojmy nitrosace a nitrosylace cCasto nejsou
v biologické a  1ékarské literatufe  rozliSovany.

Z chemického hlediska se jako nitrosace oznacuje kova-
lentni pfipojeni nitrosonia, dvouatomové NO" skupiny na
jinou chemickou skupinu, jako nitrosylace pfipojeni nitro-
sylové skupiny ('NO radikalu) k jiné chemické skupiné
koordinacn¢ kovalentni vazbou. Specifickd oznaceni
S-nitrosace nebo S-nitrosylace popisuji tvorbu vazby mezi
skupinou NO a atomem siry, na rozdil od N-nitrosace pro-
bihajici na atomu dusiku primarnich a sekundarnich ami-
nii®. S-nitrosace jako reverzibilni modifikace cysteinovych
thiolll v proteinech je v soucasnosti povazovana za jeden z
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proteinti a regulace jejich aktivity’. S-nitrosace je fazena
mezi tzv. redoxni signdlni drdhy, zaloZené na redoxnich
zménach efektorovych molekul, na rozdil od signalnich
drah zalozenych na interakcich ligandi s pfislusnymi re-
ceptory a reguladnimi faktory’’. S-nitrosothioly (RSNO)
jsou slouceniny s obecnou strukturou RS-NO. Vedle
S-nitrosace proteinti probiha obdobné vznik nizkomoleku-
larnich ~ S-nitrosothiolt jako je  S-nitrosoglutathion
(GSNO), které jsou ve srovnani s NO relativné stabilngjsi
latky s delsim polocasem Zzivota a in vivo tedy mohou slou-
7it jako zasobni a transportni formy NO (cit.'®).

2. Mechanismus S-nitrosace

S-nitrosace predstavuje dulezity mechanismus regula-
ce funkce proteini pasobenim reaktivnich forem dusiku
nezavisly na cGMP. Jedna se o reakci probihajici bez en-
zymové katalyzy, o reverzibilni kovalentni vazbu NO sku-
piny na SH skupinu cysteinu v cilovém proteinu. I pfi ab-
senci enzymové katalyzy je tato modifikace podobné jako
fosforylace mistné specificka, ale ve srovnani s fosforylaci
labilngj§i’. S-nitrosace proteinovych cysteint byla poprvé
popséna v roce 1992 u sérového albuminu'!, ale pozdgji
bylo prokazano, Ze v pfipad¢ nitrosylace sérového albumi-
nu se jedna o experimentélni artefakt'>. Od té doby byla
v biologickych systémech objevena tada proteinti podléha-
jicich S-nitrosaci; jejich pocet stoupa v souvislosti
s rozvojem novych a citlivéjSich metod pro jejich detek-
ci’®. Byla popsana fada mechanismii S-nitrosace proteini
(obr. 1), dosud vSak neni zcela jasné, ktery z popsanych
mechanismii prevlada in vivo. Reakce s oxidanty (O,, Oy)
vedou k vy$§im oxidim dusiku. Reakce s redukovanymi
thioly (RSH) za vzniku radikalového meziproduktu RS-
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Obr. 1. Mechanismy vzniku S-nitrosothiolii (upraveno podle cit.')

NOH vedou k S-nitrosothiolim (RSNO). Reakce
s pfechodnymi kovy (Me), které pisobi jako katalyzatory
S-nitrosylace, vedou k tvorbé NO™,

Bylo prokazano, Ze ptima reakce radikalu NO s thioly
za vzniku RSNO mé v neutrdlnim vnitrobunééném pH
minimalni vyznam'>. Na zékladé studia prib&hu
S-nitrosace v aerobnim prostiedi lze pfedpokladat, ze pro-
biha zejména prostiednictvim tvorby reaktivnich oxida
dusiku, napt. N,O3; a N,Oy4, dimeru NO,. Kharitonov a
spol.15 navrhli mozny mechanismus S-nitrosace, ktery lze
popsat rovnicemi (/—4):

2NO + 0, — 2 NO, (1)
NO, + NO — N,0; )
N,O; + H,0 — 2 HNO, 3)
N,O; + RSH — RS-NO + HNO, )

Reakce NO s kyslikem (/) a tvorba nitrosa¢niho ¢ini-
dla N,Os (2) jsou rychlost limitujicimi kroky S-nitrosace.
Reakce N,Oj; s thioly (4) kompetuje s jeho hydrolyzou (3).
Studiti in vitro bylo prokédzéano, Ze pii fyziologické milimo-
larni koncentraci redukovaného glutathionu (GSH) témét
veskery N,O; reaguje s GSH za vzniku GSNO (cit.").
Rychlostni konstanta S-nitrosace lidského a hovéziho séro-
vého albuminu je srovnatelnd srychlostni konstantou
S-nitrosace nizkomolekuldrnich thioli, ale vzhledem
k jejich niz8im fyziologickym koncentracim je pravdépo-
dobné, ze mechanismus S-nitrosace téchto proteintt mize
byt odlisny'®.

Dalsi mozny mechanismus vzniku RSNO predstavuje
reakce nitrosoniového kationtu (NOY) s thiolem®. K tvorb
RSNO in vivo mize dochazet i reakei thiolt
s peroxydusitanem, ktery vznika pii reakci NO se supero-
xidem (0,)*"".
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Gow a spol.'® navrhli reakéni mechanismus, kdy NO
pfimo reaguje s thioly za vzniku radikalového mezipro-
duktu (5), ktery mize byt v pritomnosti akceptoru elektro-
nd preménén na RSNO (6). Popsany mechanismus tvorby
RSNO probihé i v anaerobnich podminkach za ucasti napf.
NAD".

RSH + 'NO — RS—N-O-H

RS—'N-O-H + O, — RS-NO + O,

)
(©)

3. Stabilita a katabolismus S-nitrosothiolu

Vazba S-NO je siln€ polarizovana a neni piilis stabil-
ni, a RSNO tak mohou snadno uvolnovat NO, mohou se
podilet na transnitrosacnich reakcich a S-thiolaci a mohou
pusobit i pfimo (obr. 2). Nejcastéji popisovanymi reakéni-
mi produkty rozkladu RSNO jsou NO a pfislusny disul-
fid>'®. V biologickych systémech a in vitro byla popsana
fada dalSich produktl rozkladu RSNO, které¢ zahrnuji du-
sik a siru ve fakticky v8ech jejich oxidacnich stavech.

3.1. Neenzymovy rozklad S-nitrosothiold

Na stabilitu RSNO v roztocich ma vliv fada faktord —
svétlo, teplota, pH, pfitomnost O, a kationtd prechodnych
kovii'” 2. Rozklad vazby S-NO miize prob&hnout jako
monomolekularni reakce, redukéni Sté€peni katalyzované
kovy nebo reakce vyssiho fadu. Monomolekularni rozpad
vazby S-NO mize byt homolyticky nebo heterolyticky.
Heterolytické Stépeni, které by poskytlo nitrosoniovy
(NO") nebo nitroxylovy (NO") ion, neni za fyziologickych
podminek vyznamné. Naproti tomu homolytické Stépeni je
draha s nejmensi energii. Reakénimi produkty homolytic-
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RS* + NO
pfimé efekty R'SNO + RSH
hv R'SH
RSNO
R'SH
cu* cu?
RSH + NO R'SSR + NO
RSSR + NO

Obr. 2. Mechanismy piisobeni S-nitrosothiolii: primé efekty,
uvolnéni NO, transnitrosa¢ni reakce a S-thiolace (upraveno
podle cit.”%)

kého stépeni jsou NO a disulfid. Byly navrzeny dvé mozné
cesty homolytického rozkladu RSNO (obr. 3).

Na ultrafialovém svétle dochazi k homolytickému
rozkladu RSNO za vzniku "NO a RS’ radikala™. Stépeni
nékteryjch RSNO mutize byt katalyzovano Cu' ionty
(rovnice 7, 8), mira rozkladu vyrazné zavisi na struktuie
RSNO. Rozklad RSNO v tomto ptipadé miize byt potlacen
chelatacnimi ¢inidly, napf. ethylendiamintetraoctovou
kyselinou (EDTA) a neocuproinem®. Cu” ionty vznikaji
redukeci thiolatd (RS"), které jsou v roztocich RSNO vzdy
pfitomny. Jinou moZnou cestou vzniku Cu” iontfi je tvorba
z Cu®’ jontd navézanych na proteiny nebo peptidy. Vy-
znam iontl médi v katalyze rozkladu RSNO in vivo neni
zcela objasnén, protoze volna méd’ je ve vétSiné zivych
tkéni pfitomna v mimofadné nizké koncentraci odpovidaji-
c¢i méné nez jednomu atomu médi na buiitku®'. Schopnost
katalyzovat rozklad vazby S-NO je znama i u dalSich ionth
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kovi jako Zn**, Ca®*, Mg*", Ni**, Co*", Mn*", Cr*". Roz-
klad RSNO ionty rtuti se vyuziva v Savillov€ metodé pro
spektrofotometrické stanoveni RSNO.

Cu" + RS-NO — Cu** + RS+ 'NO (7)
2Cu*"+2RS — 2 Cu" +RS-SR (8)

Nizkomolekularni i proteinové S-nitrosothioly mohou
byt G¢inn€ a rychle rozkladany reduktanty pifitomnymi
v cytosolu. Pred redukénim prostfedim cytosolu mohou
byt RSNO chranény napf. v bunéénych membranach, ve
vaccich nebo obklopené hydrofobnimi c¢astmi molekul
proteint®. Hladina n&kterych RSNO je ptimo regulovana
intracelularni koncentraci GSH (cit.>*).

Byla identifikovana i mald skupina nezvykle stabil-
nich S-nitrosoproteint®’; S-nitrosace v téchto ptipadech
pravdépodobné vede k takové zméné konformace proteinu,
ktera chrani nitrososkupinu pied piistupem redukcnich
Cinitelt. Provedené studie naznacuji, Ze S-nitrosylované
proteiny rozdilné stability zastavaji v signalnich drahach
NO odlisné funkce. VétSina RSNO je nestabilni
v pfitomnosti  fyziologické koncentrace GSH; mira
S-nitrosace téchto proteinti je vyssi pii vysokych hladinach
NO (cit.).

3.2. Enzymy katalyzujici odbourani S-nitrosothioli

Distribuce  nizkomolekularnich 1  proteinovych
S-nitrosothiolt je vrdznych tkanich nestejnomérna,
k ¢emuz pfispivd nemoznost prostupu bunéénou membra-
nou a aktivita S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR,
EC 1.1.1.284), klicového enzymu katabolismu GSNO,
ktery zaroven nepiimo reguluje hladinu ostatnich RSNO
(cit.”®). V extracelularnich tekutinich, kde je nizka nebo
zadna aktivita GSNOR, je detegovana vyssi hladina
GSNO.

GSNOR, dfive oznaCovand jako glutathion-
dependentni formaldehyddehydrogenasa a patfici do rodi-
ny alkoholdehydrogenas tridy 111 (ADH3), je enzym, ktery

katalyzuje ireverzibilni NADH-dependentni pfeménu
S R
. R N7 (a)
_S
R
NO
SN s_ _R
NO R/ \S/ (b)

Obr. 3. Mechanismy homolytického $tépeni vazby S-NO: a) bimolekularni reakce dvou radikala RS’, které jsou pfitomny v nizkych
koncentracich, neni p¥li§ pravdépodobna, b) nejpravdépodobné&jsim mechanismem in vitro je homolyticka substituce (Sy?), reakce RS’

radikélu s dal$i molekulou RSNO (upraveno podle cit.*")
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GSNO na glutathiondisulfid a amoniak (rovnice 9-/1;
Liu a spol.?°).

GS-NO +NADH + H" — GS-NHOH + NAD" )
GS-NHOH +NADH + H" — GS-NH, +NAD" + H,0  (10)
GS-NH, + GSH — GS-SG + NH; (11)

Ackoliv je tento enzym vysoce specificky pro GSNO,
nepiimo kontroluje také intracelularni hladinu RSNO™.
ProtoZe je tento enzym exprimovan ve vétSing tkani a typl
buné¢k, predpoklada se jeho stézejni role v ochrané proti
nitrosacnimu stresu”’. Rozklad proteinovych
S-nitrosothiolti také mize probihat transnitrosacni reakci
mezi S-nitrosylovanym proteinem a thioredoxinem?®.

4. Mechanismy piisobeni a biologicka aktivita
S-nitrosothiolu

RSNO jsou vyznamnym zplisobem zapojeny
v signdlnich drahach NO: jejich vyssi stabilita umoZziluje
prenos radikalu NO do vzdalengjSich mist, ale zaroven
maji ve srovnani s lipofilnim radikdlem NO omezenou
difusibilitu ptes bunécné membrany. V biologickych systé-
mech jsou povazovany za donory NO a jejich Gcinky jsou
Casto pripisovany pravé zpétnému uvolnéni NO, jehoz
néaslednd reakce s volnymi radikaly kysliku a lipidd je
pravdépodobnym mechanismem souvisejicim s ochranou
bun&k pred oxidaénim stresem, ktera je RSNO piipisovana’.

S-nitrosace jako proces vyznamné ovlivilujici vlast-
nosti a aktivitu cilovych proteinti ma fadu roli ve fyziolo-
gickych i patofyziologickych procesech. Bylo prokazano,
ze S-nitrosace cysteinovych thiold mize aktivitu enzymi
zvysit (napf. thioredoxinu®) i inhibovat (napf. u isoforem
kaspas®’). Podobné jako u Zivogichti se prokazuje tloha
S-nitrosace v rostlinach. V extraktech Arabidopsis thalia-
na bylo identifikovano vice nez 100 proteinti, které mohou
byt potencialng cilem S-nitrosace in vivo’. Jednd se
o signalni, regulacni a stresové proteiny, antioxidacni en-
zymy, proteiny cytoskeletu a dalsi. Podrobnéji byla analy-
zovéna S-nitrosace nékolika specifickych proteinti, napf.
methioninadenosyltransferasy (MAT), glyceraldehyd-3-
-fosfatdehydrogenasy, metakaspasy, Rubisca a peroxire-
doxinu II E (PrxIIE). Jedna z isoforem MAT, ktera kataly-
zuje vznik S-adenosylmethioninu, ktery je prekurzorem
rostlinnych hormont ethylenu a polyamint, je inhibovana
S-nitrosaci jednoho cysteinového rezidua®.

PrxIIE je antioxidac¢ni enzym, ktery redukuje peroxid
vodiku a alkylhydroperoxidy na vodu a odpovidajici alko-
hol. U stejného enzymu byla prokazana také aktivita pero-
xydusitanreduktasy, ktera je inhibovana S-nitrosaci*’. NO
S-nitrosaci ur¢itych enzymt reguluje jak svou produkei,
tak ucinky od néj odvozenych radikalti, napt. peroxydusi-
tanu.

Transnitrosacni reakce je definovana jako pienos
nitrososkupiny z S-nitrosothiolu na jiny thiol (rovnice /2),
probihajici  nukleofilnim  atakem  atomu  dusiku
S-nitrosothiolu thioldtovym aniontem. Reakce je reverzi-
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bilni a rovnovazna konstanta transnitrosa¢ni reakce mezi
nizkomolekularnimi RSNO je piiblizné rovna jedné™.

RSNO +R’SH « RSH + R’'SNO (12)

S-thiolace je stabiln&jsi modifikaci proteint ve srov-
nani se S-nitrosaci. Dlouho byla povazovana za intracelu-
larni odpovéd’ na oxidacni stres. S-thiolace probiha jako
prenos thiolatu na RSNO za vzniku disulfidu a nitroxylu
(rovnice 13):

RSNO +R’S” < RSSR"+NO™ (13)

4.1. S-nitrosace a apoptoza

Apoptoéza je komplexni a silné regulovany proces
programované bunééné smrti. Klicovou roli v apoptické
signalni kaskad¢ vedouci k zahdjeni apoptdzy zastavaji
kaspasy, proteasy s cysteinem v aktivnim misté. Kaspasy
jsou exprimovany jako inaktivni zymogeny a pro tvorbu
aktivnich tetramerickych enzymi jsou $tépeny. Iniciacni
kaspasy (napt. kaspasy -8, -9, -10) aktivuji efektorové
kaspasy (napt. kaspasy -3, -6, -7), které §tépi specifické
cile a aktivuji proces bunééné smrti**.  Jednim
z regulacnich faktorti apoptozy je NO, ktery mlize plsobit
pro- i anti-apopticky v zavislosti na typu buiky, koncen-
traci NO a dal$ich faktorech.

Antiapopticky ~ uc¢inek  NO zprostiredkovava
S-nitrosace cysteinovych rezidui pfitomnych v aktivnich
mistech viech isoforem kaspas®. V klidovych buikéach je
S-nitrosylovana vét§ina zymogent kaspasy-3 na cysteino-
vém reziduu v aktivnim misté enzymu, a to inhibuje enzy-
movou aktivitu®®. V priibéhu apoptozy dojde k uvolnéni
kaspasy-3 z mitochondrii do cytoplasmy, kde dojde
k aktivaci kaspasy denitrosaci pravdépodobné vlivem re-
dukéniho prostredi v cytoplasmé, ve kterém vazba S—NO
neni stabilni®>. Na druhou stranu mohou reaktivni formy
dusiku jako NO, peroxydusitan a S-nitrosothioly za urci-
tych podminek pilisobit proapopticky. Vyrazné zvySena
produkce a hladina NO vede kotevieni porQ wvniti-
ni membrany mitochondrii, uvolnéni cytochromu c¢ do
cytosolu a tim k aktivaci apoptické signalni dréhy ",

4.2. Nitrosaéni stres

Nitrosacni stres je vyvolan patofyziologickymi hladi-
nami reaktivnich forem dusiku v disledku jejich zvySené
produkce nebo snizeného odbouravani. Nitrace tyrosino-
vych rezidui v proteinu zacina byt vnimana jako ukazatel
nitrosa¢niho stresu v zZivocisnych i rostlinnych burikach.
Zvysena mira nitrace tyrosint jako nasledek zvySené pro-
dukce reaktivnich forem dusiku (NO, GSNO, RSNO) byla
prokéazana v fadé patologickych stavii i béhem biologickeé-
ho starnuti bungk™ .

Obrany proti nitrosa¢nimu stresu se Ucastni flavo-
hemoglobin (FHb) a GSNOR, které maji schopnost meta-
bolizovat NO a GSNO a regulovat hladinu
S-nitrosylovanych proteintl. U eukaryotniho modelu kvasi-
nek Saccharomyces cerevisiae bylo prokazano, ze delece
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protein-XNO protein-SNO
Trx
. \‘ NO
GSH || protein-SH -~
EA EA’
NO :AL' GSNO
SNO-lyasa
FHb GSNOR
NO,/N,O (anaerobné) GSSG +NH,*
Obr. 4. Schéma udrZovani ustaleného stavu S-nitrosace v buiice (upraveno podle cit.*)
FHb ma za nasledek vyssi citlivost k nitrosacnimu stresu Tato price byla podporena granty GACR

vyvolanému exogenné aplikovanym GSNO (cit.*").

Mozné schéma rovnovdhy mezi S(X)-nitrosothioly
a nitrosaci proteinit béhem nitrosacniho stresu navrhli Fos-
ter a spol.4 (obr. 4). GSNO se podili na transnitrosacnich
reakcich s proteinovymi thioly za vzniku komplexi protein-
SNO. NO reaguje za tvorby komplexu protein-SNO nebo
za katalyzy ionty kovl na protein-(X)NO. GSNO muze
uvolinovat NO a naopak z n¢j mlze vznikat za ptritomnosti
akceptort elektroni (EA). GSNOR odbourava GSNO
u vSech eukaryot. FHb u jednoduchych eukaryot metaboli-
zuje NO za aerobnich podminek na NO;™ a za anaerobnich
na N,O. Thioredoxin (Trx) metabolizuje S-nitrosothioly,
které nejsou pod kontrolou GSNOR (cit.*).

5. Zavér

Redoxni signalni mechanismy se vyznamné uplatiiuji
v kontrole mnoha bunécnych funkei. Signdlni drahy oxidu
dusnatého zahrnuji kovalentni modifikace cilovych mole-
kul vedouci ke stabilnim nitrovanym a nitrosylovanym
derivatim proteint a lipida****. Vysledky soucasnych
studii naznacuji, ze S-nitrosace cysteinovych thiolt je di-
lezitym mechanismem vnitrobunécné i mezibunécné sig-
nalizace. S-nitrosace reguluje aktivitu velkého poctu struk-
turnich, signalnich i metabolickych proteinti. Doposud
neni zcela objasnéno, ¢im je zplsobena vysoka specifita
S-nitrosace; obvykle dochézi k nitrosaci pouze jednoho
cysteinového rezidua z mnoha pfitomnych. V soucasné
dobé je S-nitrosace intenzivné studované téma, ackoliv
detailni porozuméni ulohy této posttranslacni modifikace
ve fyziologickych a patologickych procesech vyzaduje
dalsi vyzkumy.
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Seznam zkratek

ADH3 alkoholdehydrogenasa tridy II1
BSA hovézi sérovy albumin

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat
DTPA kyselina diethylentriaminpentaoctova
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EA akceptor elektronil

FHb flavohemoglobin

GSH glutathion

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa
HSA lidsky sérovy albumin

MAT methioninadenosyltransferasy
NADH nikotinamidadenindinukleotid
PrxIIE peroxiredoxin II E

RSH redukovany thiol

RSNO S-nitrosothioly

Trx thioredoxin
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J. Jahnova, T. Ticha, L. Kubienova, L. Luhova,
and M. Petrivalsky (Department of Biochemistry, Faculty
of Science, Palacky University, Olomouc): Biological
Functions and Importance of Protein S-Nitrosation

S-Nitrosation is a new type of protein posttranslatio-
nal modification. S-nitrosothiols, which are stable and
mobile reservoirs of nitric oxide, are considered conver-
gence points of signalling pathways of reactive oxygen
and nitrogen species. This review summarizes the current
knowledge of the origin, properties and biological func-
tions of both low-molecular-weight and protein
S-nitrosothiols. The biological functions of the former
nitrosothiols are derived from their ability to decompose
yielding NO or to trans-nitrosate protein thiols. Altered
levels of the S-nitrosothiols and S-nitrosation of proteins
are associated with nitrosation stress, resulting in a series
of pathological processes. Although considerable advances
in the research on S-nitrosothiols and protein S-nitrosation
have been recently achieved, understanding the exact role
and functions of S-nitrosation in signalling pathways of
reactive nitrogen species is still very limited.



