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1. DETEKCE REAKTIVNICH FOREM DUSIKU A KYSLIKU,
NITROSOGLUTATHIONU A NITROSOGLUTATHIONREDUKTASY

Teoreticky uvod

Rostliny, které jsou v pribéhu svého Zivota vystaveny pusobeni riznych stresovych
faktort, vyvinuly G¢inné obranné mechanismy potiebné pro pteziti v jejich pfirozeném
prostiedi. Na pienosu informace o pusobeni stresového faktoru jak biotické tak i abiotické
povahy a nasledném spusténi obrannych reakci se podili fada signalnich molekul. Vyznamnou
roli hraji reaktivni formy kysliku (ROS) a v posledni dob¢ intenzivné studovany oxid dusnaty
(NO). Oxid dusnaty a jeho metabolity se oznacuji jako reaktivni formy dusiku (RNS).

ROS jsou vysoce reaktivni a toxické a mohou vést k oxidativni destrukci bunék.
Reaktivni formy kysliku také hraji vyznamnou roli pfi ochran¢ rostlin proti patogeniim,
ucastni se biologickych procesti jako je programovana bunécna smrt, hormonalni signalizace,
odpovéd’ na stres a vyvoj rostliny. Regulovana tvorba reaktivnich forem kysliku mtize
vyznamné pfispivat ke zpevnéni bunécéné stény a tim 1 k veétSi odolnosti viici rGznym
stresovym faktorim. Mezi reaktivni formy kysliku patii singletovy kyslik (O, peroxid
vodiku (H20,), superoxidovy anion-radikal (O;"), hydroxylovy radikal (HO), hydroxylovy
ion (OHY) a perhydroxylovy radikal (‘'O;H). NO je velmi rozsifenym vnitrobunéénym a
mezibunéénym poslem se Sirokym spektrem regulacnich funkei mnoha fyziologickych i
patologickych procesi (Wendehenne et al., 2001, Lamattina et al., 2003, Neill et al., 2003,
Del Rio et al, 2004). Znalosti funkci NO V rostlinnych systémech jsou ve srovnani
s zivoCiSnymi systémy velmi malé. Emisi NO u rostlin poprvé zaznamenal Klepper v roce
1975 (Klepper, 1979). Teprve nedavné studie potvrdily tlohu NO jako dilezitého efektoru
rostlinného ristu, vyvoje a rostlinnych obrannych reakci. Rada z publikovanych praci byla
zaméfena na roli NO Vv iniciaci nebo propagaci rostlinné hypersenzitivni reakce a
programované bunécné smrti v misté infekce (Zaninotto et al., 2006; Mur et al., 2006). Byla
prokézana ucast NO na indukci exprese komplementarni sady rostlinnych obrannych geni,
véetné dvou klicovych enzymi fenylpropanoidni drahy, kterd reguluje produkeci rtznych
sekundéarnich sloucenin, vcetné ligninu a nizkomolekuldrnich antimikrobialnich slou€enin
znamych jako fytoalexiny (Dixon, 2001). Vyznamnou obrannou strategii rostlin vaci
biotrofnim patogentim je hypersenzitivni reakce (HR), kdy infikovana bunika nebo né&kolik
bunék v blizkém okoli mista infekce podléhaji programované bunécné smrti, ¢imz nésledné
eliminuji pfimé zdroje energie a vyzivy pro vstupujici biotrofni patogen (Low & Merida,
1996; Greenberg, 1997). Jednim z ranych procesi HR je prudka akumulace ROS (Keller et
al., 1998) a NO (Durner et al., 1998; Delledonne et al., 1998). Nové byla prokazana rovnéz
uloha NO v rdmci HR. Cytotoxicky u¢inek NO a ROS vyplyva z reakce NO s O,", kdy
dochazi k tvorbé velmi reaktivniho peroxydusitanového aniontu (ONOQO), ktery posSkozuje
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (Lipton et al., 1993; Yamasaki et al., 1999).

NO je vysoce reaktivni molekula, snadno difundujici pfes bunééné membrany. Je to
volny radikal, ktery miZe bud ziskat, nebo =ztratit elektron pro vytvofeni energeticky
vyhodnéjich struktur, pt. nitrosoniovy kation (NO") a nitroxylovy radikal (NO; Durner et al.,
1998). Polocas zivota NO v biologickych tkanich byl stanoven na méné nez 6 s (Thomas et
al., 2001). Takto kratky polocas zivota odrazi vysoce reaktivni povahu NO. NO reaguje ptimo
s kovovymi komplexy a dal$imi radikaly a nepfimo jakoZzto reaktivni forma dusiku s DNA,
proteiny, a lipidy (Wink & Mitchell, 1998). U rostlin byly popsany jak cytotoxické tak
cytoprotektivni vlastnosti NO (Beligni & Lamattina, 2001).

V sav€ich bunkach je NO produkovan zejména pétielektronovou oxidaci
guanidinového dusiku L-argininu enzymy nazyvanymi NO synthasy (NOS, EC 1.14.13.39).
Produkty této reakce jsou L-citrulin a NO. NO synthasy jsou hemoproteiny ptibuzné rodiné
cytochromti P450. Tyto enzymy byly plavodné charakterizovany jako homodimery,



ale protoze je pro enzymovou aktivitu potfebna navic vazba dvou monomer kalmodulinu
mezi malou a velkou podjednotkou NOS, je funkéni holoenzym ve skute¢nosti heterotetramer
(Knowles & Moncada, 1994). Kromé kalmodulinu je pro katalyticky mechanismus NOS
nutna soucasna ucast dalSich 4 kofaktorti zahrnujicich hem, FAD, FMN a tetrahydrobiopterin.
V zivocisnych bunkach byly popsény tfi isoformy NOS: konstitutivni formy endotelidlni
eNOS a neuronalni NNOS a indukovana forma iNOS. Podle nejnovéjsich poznatkii mohou byt
formy NOS vrizné mife soucasné¢ exprimovany v jednom typu bunék riznych tkani
V zavislosti na stavu vyvoje buiiky ¢i vnéjSich podminkach (Kavya et al., 2006).

V poslednim desetileti hledalo mnoho rostlinnych biologii analogicky enzym
produkujici NO reakénim mechanismem obdobnym NO synthasam sav¢ich bunék.
Vysledkem je rostouci pocet publikaci naznacujicich pfitomnost NOS aktivity v rostlinach,
ale existence tohoto enzymu nebyla doposud presvédCivé experimentdlné prokazana.
Proto navzdory znalosti fady procesti kontrolovanych nebo indukovanych vlivem NO u rostlin
zustavaji presné molekularni mechanismy syntézy tohoto radikdlu u riznych rostlin za
raznych podminek stile pfedmétem intenzivni diskuse. V soucasnosti bylo popsano celkem
Sest enzymd, které mohou katalyzovat syntézu NO v rostlinnych burikach (Crawford, 2006).
Ke vzniku NO v rostlinach mtize vést také fada dal$ich neenzymovych reakci vychazejicich
z anorganickych sloucenin dusiku (Obr. 1).
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Obr. 1 Zdroje NO v rostlinach. NO je produkovan ¢innosti nitratreduktasy (NR),
nitrit:NO reduktasy (NiNOR) a NO synthasy (NOS). Dalsimi generatory NO jsou
neenzymové reakce NO;: redukce za kyselého pH a svétlem pohanéna redukce v pritomnosti
karotenoidd. NO muze vznikat také jako vedlejsi produkt denitrifikace, nitratové asimilace,
nebo respirace (Wojtaszek, 2000).
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Oxid dusnaty je latka s velice kratkou dobou Zivota, kterd rychle reaguje zejména
s reaktivnimi radikaly kysliku, peroxidy lipidd, thiolovymi a hemovymi skupinami. Reaktivita
NO a jeho metaboliti in vivo a in vitro znacné omezuje ptimé metody jejich detekce. Piimé
stanoveni NO je mozno provést chemiluminiscen¢ni metodou po reakci s ozonem v plynné
fazi, nebo -elektrochemickou detekeci pomoci specifickych amperometrickych elektrod
Vv roztoku. Ob¢ zminéné metody jsou vSak velmi naro¢né z hlediska ceny pouzitého
pfistrojového vybaveni, navic v rostlinném materidlu se vyskytuje cela fada latek, které



s témito metodami interferuji. U Zivoc¢isnych systémil jsou konecnymi produkty metabolismu
NO v aerobnim prostiedi dusitany a dusi¢nany, které lze jednoduSe stanovit
spektrofotometricky. Naproti tomu je metabolismus dusikatych latek u rostlin daleko bohatsi,
coz omezuje pouziti celé fady metod a interpretaci ziskanych hodnot. Pro stanoveni produkce
NO lze pouzit specifické sondy na bazi derivati diaminonaftalenu, diaminofluresceinu a
diaminorhodaminu, které reaguji s reaktivnimi radikaly dusiku vzniklymi z NO v aerobnim
prostiedi za vzniku vysoce fluoreskujicich derivati. Tyto sondy neprochéazeji pies membrany
bun¢k a jsou proto pouzitelné pro méieni NO v bunécnych extraktech nebo v extracelularnim
médiu bunéénych kultur. Jejich esterové derivaty lze naopak pouzit pro vnitrobunécné
sledovéani vznikajiciho NO, protoze k reakci s metabolity NO a zvySeni fluorescence dochézi
az po rozstépeni esterové vazby vnitrobunéénymi esterasami. Pfes svou jednoduchost maji
fluorescenéni metody detekce NO ur¢ita omezeni v dusledku moznych nespecifickych reakei
v rostlinném materidlu a proto je nutno vSechny metody optimalizovat pro konkrétni rostlinny
model.

In vivo jako transportni a zasobni formy nestabilniho NO slouzi S-nitrosothioly
(RSNO), slouceniny s obecnou strukturou RS-NO. Ve srovnani s NO jsou tyto latky
stabilnéjsi, s del$im polocasem zivota. Nejhojné&ji zastoupeny nizkomolekularni S-nitrosothiol
pfedstavuje S-nitrosoglutathion (GSNO). Klicovym enzymem katabolismu GSNO je
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR), zndma také jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (FALDH; EC 1.2.1.1). GSNO je upfednostiiovanym substratem
GSNOR (Jensen et al., 1998). Ackoliv je tento enzym vysoce specificky pro GSNO, nepiimo
kontroluje také intraceluldrni hladinu RSNO (Liuetal.,, 2001). Regulace RSNO timto
enzymem byla potvrzena u Arabidopsis (Feechan et al., 2005). ProtoZe je tento enzym
exprimovan vsude, ptfedpoklada se jeho role v ochran€ proti nitrosa¢nimu stresu.



1.1. PRIPRAVA ROSTLINNEHO MATERIALU

1.1.1. Teoreticky uvod
1.1.1.1. Charakteristika rodu Solanum

Z dosavadnich vyzkuml vyplyva, ze mezi planymi druhy rodu Solanum byla
nalezena rezistence vuci téméf vSem zavaznym chorobam a Skidctum rajcete. Rod Solanum
lze rozdé€lit na dva komplexy, tzv. esculentum-komplex a peruvianum-komplex.

Esculentum-komplex zahrnuje celkem S$est druht, tii z nich (S. lycopersicum,
S. cheesmanii a S. pimpinellifolium) se vyznacuji syntézou barevnych karotenoidti v plodech,
tii dal$i druhy (S. habrochaites, S. parviflorum a S. pennellii) jsou zelenoplodé. Vsichni
zastupci tohoto komplexu jsou bez problému kiizitelni s komerénimi odridami rajcete.

Peruvianum-komplex sestava ze dvou zelenoplodych druhui (S. peruvianum
aS. chilense). Tyto dva druhy, které jsou nositeli vyznamnych vlastnosti, se vyznacuji
problematickou sexualni kiizitelnosti s S. lycopersicum. Tato sexualni inkompatibilita mize
byt piekonana pouzitim tzv. genotypi-mostd, nebo pomoci nékterych modernich metod
bunécné biologie, jako je napf. technika "embryo-rescue" a somaticka hybridizace. Také
oblast molekuldrni biologie poskytuje dal$i moznosti pfi Slechténi rajcete, zejména klonovani
genil odpovédnych za rezistenci a moznost jejich inkorporace do genomu rajcete (Lebeda &
Mieslerova, 1998).

Na katedfe biochemie a botaniky se k experimentiim nejcastéji pouzivaji tyto tfi
genotypy Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur - vysoce nachylny, S. habrochaites —
vysoce rezistentni a S. chmielewskii (LA 2663) — stiedné rezistentni.

1.1.2. Experimentalni vybaveni
Chemikalie:
e 4% agarosa
e TBSA-BSAT pH 7,6 (5§ M Tris, 0,9% NacCl, 0,05% azid sodny, 0,1% BSA, 0,1%
Triton X-100)
e Tris-pufr — 10 mM Tris-HCI pH 7,4

Laboratorni material.
filtrani papir, kadinka, kvétina¢e, miska s ledem, Pasteurova pipeta, perlit, Petriho
misky, pinzeta, plastové kelimky, raselina, skalpel, $tétce, teplomér, vtetinové lepidlo,
zahradnicky substrat, ziletky

Biologicky material:
semena S. lycopersicum cv. Amateur

Pristroje:
digitalni ptedvazky, fytotron, mikrovinna trouba, vibratom

1.1.3. Pracovni postup
1.1.3.1. Péstovani rostlin ve skleniku (fytotronu)
e Semena vysejeme do plastovych kelimkt s perlitem o priméru 7 cm.
e Sazenice spIné¢ vyvinutymi déloznimi listy pfemistime do plastovych kelimku
0 pruméru 7 cm obsahujicich zahradni zeminu/raSelinu v poméru 2:1 (v:v).
e Rostliny péstujeme ve fytotronu pti konstantni teploté¢ 20 °C a fotoperiodé 12/12 h
(den/noc). Pro vlastni experiment pouzijeme rostliny ve stafi 10, 30 a 45 dnt.




1.1.3.2. Pfiprava pri¢nych feza

List rajéete (4. patro) polozime na filtracni papir a pfitlaenim ziletky 3 mm
rovnobézné vedle hlavniho cévniho svazku provedeme fez. Stejné zopakujeme na
druh¢é strané hlavniho cévniho svazku. Vypreparovany cévni svazek ziletkou kolmo
rozkrdjime na segmenty po 0,5 cm, koncové segmenty nebudeme dale pouzivat.
Rostlinu opatrné vytdhneme z kvétinade a kofeny o¢istime od hliny. Ziletkou
piipravime asi 5 mm dlouhé segmenty z ¢asti hlavniho koiene, ve které je koten
dostate¢né silny (t€sn€ pod povrchem zeminy).

Ptipravime si 4% agarosu. Navazku agarosy rozpustime v destilované vod¢ opatrnym
zahfivanim v mikrovinné troubé. Rozpusténou agarosu nalejeme do Petriho misky.

Po zchladnuti agarosy na 40°C pinzetou vlozime kolmo segmenty cévniho svazku
listu nebo kotfene. Béhem tuhnuti agarosy segmenty pinzetou udrzujeme v kolmé
pozici, pieklapi se. Tuhnuti mizeme urychlit na misce s ledem.

Po ztuhnuti agarosy skalpelem vyfizneme kvadr 1x1 cm se vzorkem uprostied.
Zakladnu vtetfinovym lepidlem pfilepime na zékladni kostku vibratomu.

Na vibratomu pfipravime fezy o tloustce 80 um. Rychlost fezani a frekvenci vibraci
na vibratomu nastavime podle pokyni vedouciho cviceni. V prabéhu fezani vlhéime
ziletku a povrch agarosového kvadru 10 mM Tris-pufru pomoci §tétecku pii piipraveé
fezti pro histochemickou detekci ROS a RNS nebo TBSA-BSAT pH 7,6 pro
imunochemickou detekci GSNOR a GSNO.

Rezy $téte¢kem opatrné prenasime do Petriho misky obsahujici 10 mM Tris-pufru pro
histochemickou detekci ROS a RNS nebo do Petriho misky obsahujici TBSA-BSAT
pH 7,6 pro imunochemickou detekci GSNOR a GSNO.



1.2. HISTOCHEMICKA DETEKCE REAKTIVNICH FOREM DUSIKU A
KYSLIKU

1.2.1. Teoreticky uvod

Histochemické metody slouzi ke studiu sloZzeni tkani a bunék. Mikroskopickou
analyzou ve svételném 1 elektronovém mikroskopu se ve vzorcich prokazuje pfitomnost
urcitych latek nebo enzymova aktivita.

Detekce peroxidu vodiku (H,O,)

Peroxid vodiku, ktery vznikd dvouelektronovou redukci kysliku, se fadi mezi ROS,
ackoliv neni volnym radikdlem. Je povazovan za jednu ze stabiln€jSich forem ROS,
V nepiitomnosti prechodnych kovii je velmi stabilni a nereaktivni. V rostlinnych buiikéach je
produkovan v mitochondriich, chloroplastech, peroxisomech, cytoplasmé, cytoplasmatické
membrané a bunécné sténé. Peroxid vodiku je v zavislosti na koncentraci zapojen v fadé
fyziologickych i patofyziologickych procesu. Vysoké koncentrace H,O, vedou ke vzniku
oxidac¢niho stresu, v nizkych koncentracich plsobi jako signalni molekula. Je zapojen
Vv mnoha procesech, napt. rlst a vyvoj rostlin, fotosyntéza, fotorespirace, zavirani praducha,
senescence, odpoveéd na stresové faktory a dalsi.

Pro  detekci H,O, se CGasto pouziva  fluorescenéni sonda  2'7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF DA). Tato sonda neni dostate¢né selektivni,
ackoliv se puvodné predpokladalo, Ze reaguje pouze s H,O,, ukazalo se, Ze reaguje s dalsimi
druny ROS i snékterymi druhy RNS. H,DCF DA prochazi ptes bunééné membrany, po
vstupu do buiiky je buné¢nymi esterasami deacetylovan na 2',7'-dichlorodihydrofluorescein
(H2DCF), ktery reaguje s H,O, za vzniku vysoce fluorescencniho produktu (Obr. 2).
Fluorescen¢ni signdly pozorujeme pii excita¢ni/emisni vinové délce 498/522 nm (Kojima et
al., 1999). Jako negativni kontrola se pouziva askorbat sodny, ktery se ucastni odstranovani
ROS. Velmi rychle reaguje se singletovym kyslikem, peroxidem vodiku a superoxidem.
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Obr. 2 Reakce fluorescenéni sondy H,DCF DA. Sloucenina je esterasou deacetylovana po
vstupu do burky.

Detekce oxidu dusnatého (NO)

Utast oxidu dusnatého v mnoha vyvojovych procesech byla popsana u rostlin stejné
jako u zivocichu a dalSich organismi. NO se jako signalni molekula podili na kontrole a
regulaci procest prakticky ve vSech vyvojovych stadiich rostlin. Je kli¢ovou molekulou i
mnoha riznych intracelularnich procest.

Pouzivani fluorescenc¢nich sond pro detekci NO je velmi rozsitené diky tomu, zZe
sondy jsou citlivé a jejich pouziti je jednoduché. NejrozsifenéjSimi indikatory jsou 4,5-
diaminofluorescein diacetat (DAF-2 DA) a 4-amino-5-methylamino-2¢,7°difluorofluorescein
diacetat (DAF-FM DA). Ob¢ sondy prochazi membranami a po vstupu do buiky jsou
vnitrobunéénymi esterasami deacetylovany. Vznikajici 4,5-diaminofluorescein (DAF-2) a 4-



amino-5-methylamino-2¢,7’difluorofluorescein (DAF-FM) samy o sobé nefluoreskuji, ale
reaguji s oxidaénimi produkty NO za vzniku vysoce fluorescenénich triazofluoresceinti
(DAF-x T; Obr. 3, 4), které jsou zachyceny v cytoplazmé. DAF-FM je ve srovnani s DAF-2
fotostabilnéjsi a citlivejsi, se stabilni a silnou fluorescenci v Sirokém rozmezi pH (Kojima et
al., 1999; Itoh et al., 2000). Fluorescen¢ni signaly pozorujeme pii excita¢ni/emisni vinové
délce 495/515 nm.

DAF-2 DA DAF-2 DAF-2 T

Obr. 3 Reakce fluorescen¢ni sondy DAF-2 DA. Sloucenina je esterasou deacetylovana po
vstupu do burky.

oxidacni
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NHCH;

DAF-FM DA DAF-FM DAF-FM T

Obr. 4 Reakce fluorescen¢ni sondy DAF-FM DA. Sloucenina je esterasou deacetylovana po
vstupu do burky.

Pro ovéfeni, Ze sledovany signal detekuje molekulu oxidu dusnatého, se jako negativni
kontrola pouziva detekce v prostfedi s lapaci NO. Jako lapa¢ NO se pouziva 2-phenyl-
4,455,-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (PTIO) a jeho derivaty, napf. 2-(4-
carboxyphenyl)-4,4,5,5,-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (carboxy-PTIO, c-PTIO).
PTIO a cPTIO reaguji s NO za vzniku iminonitroxidi a NO; (Obr. 5, 6). Stechiometricky
pomér NO:cPTIO se pohybuje v rozmezi 1 az 2, zavisi na hladin€ NO. Pfi nizkych hladinach
NO se blizi 1, pti vysokych hladinaich NO se blizi 2 (Hogg et al., 1995). Kvantifikace NO
Vv metodach, které jsou zalozené na sledovéani tvorby iminonitroxidi, je mozna pouze pfi
nizkych hladinach NO (Goldstein et al., 2003). Lapac¢e NO jsou vysoce specifické.

o o
CHa - CHa -
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Obr. 5 Reakce PTIO a NO.
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Obr. 6 Reakce cPTIO a NO.

Detekce superoxidu (O;")

Reaktivni formy kysliku jsou v rostlinnych bunikach dilezité signalni molekuly; jsou
zahrnuty v fad¢é fyziologickych procest, jako je napf. programovana bunéfna smrt, vyvoj
rostlin, hormondlni signalizace. Predpokldda se i zapojeni superoxidu v bunécném déleni,
rastu a diferenciaci (Kranner et al., 2010). Superoxid je produkovan NADPH oxidasou, jako
vedlej$i produkt mitochondridlni respirace komplexy I a III a nékolika dalS§imi enzymy, napf.
xanthinoxidasou. Diky vysokému oxida¢nimu potencidlu muze zpusobit i oxidativni
poskozeni bun¢k.

Jednou z nejéastéji pouzivanych fluorescenc¢nich sond pro detekci superoxidu je
dihydroethidium (hydroethidin, DHE; Obr. 7). DHE je pravdépodobné nejvice specificka a
nejméné problematickd sonda, snadno prochazi bunéénou membranou a Vv buiice je dobie
zadrzovan. Dlouho se predpokladalo, Ze reakci DHE a superoxidu vzniké ethidium (E*; Obr.
7), ¢erveny fluorescen¢ni produkt, ktery se vimezeiuje do DNA. Pozdéji bylo prokazano (Zhao
et al., 2003), Zze reakci DHE a superoxidu vznika 2-hydroxyethidium (2-OH-E™; Obr. 7; Zhao
et al., 2005), fluorescenéni produkt odlisny od E*. 2-OH-E"se netvofi reakci DHE s Zadnou z
dal$ich reaktivnich forem kysliku a dusiku.

dihydroethidium ethidium 2-hydroxyethidium
Obr. 7 Dihydroethidium, ethidium, 2-hydroxyethidium.

E" a 2-OH-E" se vazi na DNA a dochazi ke zvyseni intenzity fluorescenéniho signalu.
Fluorescenéni spektra E¥, 2-OH-E” a komplexti E'/DNA, 2-OH-E*/DNA se piekryvaji. Aby
bylo moZné rozlisit pfispévky jednotlivych slozek k celkovému fluorescenénimu signalu, je
potieba zvolit vhodné excita¢ni/emisni filtry. Optimalni excita¢ni/emisni vlnova délka pro
detekci fluorescenéniho signilu 2-OH-E" je 490/560-570 nm (Zhao et al., 2005). Za t&chto
podminek je piispévek E™ minimalni. Superoxid byl po reakci s DHE detekovan také jako
zeleny fluorescencni signal pii pouziti excitacni/emisni vlnové délky 488/520 nm
(Valderrama et al., 2007).

In vivo je jednim z antioxida¢nich enzymi superoxiddismutasa. Zhasi molekuly
superoxidu pfevedenim dvou molekul O, na kyslik a peroxid vodiku. Pti detekci superoxidu



Vv pfipravenych fezech lze jako negativni kontrolu pouzit napt. Sestiuhlikaté slouceniny
piperidin-1-oxylu, které se superoxidem rychle reaguji (Samuni et al., 1990). Takovymi
slouCeninami jsou napiiklad 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO; Obr. 8), 4-
hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-l-oxyl (TEMPOL) nebo 4-amino-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPAMIIN).

HaC N CHg

.
0

Obr. 8 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO).

Detekce peroxydusitanu (ONOO)

Peroxydusitan je silné oxida¢ni ¢inidlo. Mtize vznikat v biologickych systémech a byla
popsana fada destruktivnich reakci s makromolekulami — DNA, lipidy, proteiny. Pfi reakci
peroxydusitanu s proteiny typicky dochazi k oxidaci thiolovych skupin a methioninu nebo
k nitraci tyrosinu.

Pro selektivni detekci vysoce reaktivnich forem kysliku (hROS), mezi které se tadi
peroxydusitan (ONOO"), hydroxylovy radikal ('OH) a hypochlorid (‘OCI), byly vyvinuty
fluorescenéni sondy 3'-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) a 3'-(p-hydroxyfenyl)fluorescein
(HPF; Setsukinai et al., 2003). Tyto latky samy o sob& nefluoreskuji; vysoce fluorescencni
slouceniny vznikaji po reakci s nékterou z hROS (Obr. 9), ne vsak s dalsimi ROS. Tyto sondy
tak umoznuji rozlis§it hROS od H;0,, NO a O,. Soucasné¢ pouziti APF i HPF zaroven
umoziuje detekovat “OCl, ktery reaguje s APF, ale neposkytuje fluorescenéni signal s HPF
(Setsukinai et al., 2003). Detekéni limit metod s APF je 50 nM (Cohn et al., 2009).
Excitacni/emisni vlnova délka pro pozorovani fluorescencniho signadlu APF a HPF je
490/515 nm.
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Obr. 9 Reakce nefluoreskujicich molekul APF a HPF s hROS za vzniku vysoce
fluorescen¢nich sloucenin.

Jako negativni kontrola pro detekci peroxydusitanu se pouZzivaji vzorky inkubované
v prostiedi ebselenu (Obr. 10); systematicky nazev je 2-fenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-on.
V alkalickém pH ebselen reaguje s peroxydusitanem rychle a kvantitativné za tvorby ebselen-
Se-oxidu. Za fyziologickych hodnot pH je peroxydusitan protonovan na Kkyselinu
peroxydusitou, kterd se rychle rozklddd. Reakce ebselenu s peroxydusitanem je pfti
fyziologickém pH témét kvantitativni. I v kyselém pH, kde ptevazuje kyselina peroxydusita,
ebselen reaguje s peroxydusitanem velice rychle a ebselen-Se-oxid je hlavnim produktem
reakce. Ebselen-Se-oxid je snadno pieveden zpét na ebselen redukénimi Einiteli, napf.
glutathionem (Masumoto et al., 1996).
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Obr. 10 Oxidace ebselenu peroxydusitanem za vzniku ebselen-Se-oxidu (leva ¢ast obrazku).
Redukce ebselen-Se-oxidu na ebselen glutathionem (prava ¢ast obrazku; upraveno podle
Masumoto et al., 1996).

Detekce nitrosothioli (RSNO)

S-Nitrosothioly vznikaji bud’ reakci donoru nitrosylu (NO¥) s volnym thiolem, nebo
transnitrosyla¢ni reakci mezi S-nitrosothiolem a aminokyselinou, peptidem ¢i proteinem s
volnou thiolovou skupinou (Akhter et al., 2003). Ve srovnani s NO jsou to stabilngjsi latky
s delsim polocasem zivota, in Vvivo slouzi pfedevs§im jako zasobni a transportni formy NO.
Byly detekovany v intracelularnich i extracelularnich prostorech.

Thiolové skupiny jsou v proteinech pfitomné v cysteinovych residuich; cystein je
hlavnim cilem sondy pro znaceni thiolovych skupin. Thiolové skupiny mohou byt vytvoieny
také redukci cystinu, disulfidu cysteinu, dithiothreitolem nebo [-mercaptoethanolem. Pro
znaeni thiolovych skupin je mozné vyuZzit fady sond, napf. jodacetamidy, maleimidy,
bromomethylketony a dalsi. Pfi reakci dochazi k S-alkylaci thiold za vzniku thioetherd (Obr.
11). Maleimidy jsou pro detekci RSNO ve srovnani s jodacetamidy selektivnéjsi, protoze
nereaguji s histidinem, methioninem ani tyrosinem. Optimalni pH pro reakci maleimidu je pH
blizké hodnotdm 7.

a) R'CH,X+R’SH —» R'CH,-SR®+HX

SR
b /_\ +R’SH —> [ ;
) O¢ \ Qo O¢ N QO
|
L R'

Obr. 11 a) Reakce alkylhalogenidu nebo halogenacetamidu s thiolem za vzniku thioetheru a
halogenvodiku (X = I, Br, Cl); b) Reakce maleimidu s thiolem za vzniku thioetheru.

OznacCeni S-nitrosothiold fluorescencéni sondou Alexa Fluor® 488 Cs Maleimid
(Af-M; Obr. 12) probiha v né€kolika krocich. V prvnim kroku je vzorek inkubovan
s N-ethylmaleimidem (NEM; Obr.12) a diethylentriaminpentaoctovou kyselinou (DTPA; Obr.



12). NEM reaguje s volnymi thiolovymi skupinami; DTPA je chelata¢ni sloucenina, ktera
brani destabilizaci RSNO. Vazba —NO skupiny na thiolovou skupinu cysteinu, S-NO, je
nasledné zredukovana [-mercaptoethanolem; volné thiolové skupiny, které se vytvoii v tomto
kroku, jsou nasledné oznaceny fluorescen¢ni sondou Af-M. Fluorescenéni signal pozorujeme
pii excita¢ni/emisni vinové délce 495/519 nm.
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Obr. 12 Alexa Fluor® 488 Cs Maleimid, N-ethylmaleimid (NEM),
diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA).

Autofluorescence

Problémy pii pozorovani fluorescen¢nich znacek mize zptisobovat autofluorescence
vzorki; autofluorescence je ptirozena emise svétla. Emisni spektrum autofluoreskujicich
molekul je velice Siroké a mize byt obtizné odlisit autofluorescencni signal od signalu pouzité
fluorescencni znacky. V rostlinnych vzorcich jsou autofluoreskujicimi molekulami napf.
NAD(P)H, chlorofyl, riboflavin, polyfenoly a dalsi. P#i potizovani fotodokumentace
pozorovanych objektll je moZné autofluorescen¢ni signal odstranit nastavenim krat§i doby
expozice. Tento postup mize byt problematicky, pokud je pozorovany fluorescencni signal
piilis slaby. Nastavenim pfili§ kratké doby expozice miize byt potlacen.

1.2.2. Experimentalni vybaveni
Chemikalie:
e 5 mM Alexa Fluor® 488 Cs Maleimid (Af-M) v DMSO
e 5 mM 4-amino-5-methylamino-2°,7¢-difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA)
v DMSO
e 5 mM 3'-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) v DMSO
e 20 mM askorbat sodny v H,O (pfipravujeme vzdy Cerstvy)
250 mM 2-4-karboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid  (cPTIO)
v DMSO
10 mM diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA) v 1 M HCI
10 mM 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF DA) v DMSO
5 mM dihydroethidium (DHE) v DMSO
25 mM ebselen v DMSO
1 M N-ethylmaleimid (NEM) v ethanolu
B-mercaptoethanol
20 mM 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) v DMSO
Tris-pufr — 10 mM Tris-HCI pH 7,4



Laboratorni materidl:

12-jamkova mikrotitra¢ni desticka, alobal, automatické pipety, bezbarvy lak, koSicky se
sitkem, kryci, sklicko, mikrozkumavky, Petriho miska, pinzeta, podlozni sklicka, $picky
na pipety, Stétecky

Biologicky material:

fezy ptipravené podle navodu v kapitole 1.1. Pfiprava rostlinného materialu

Pristroje:

1.2.3.

fluorescen¢ni mikroskop, inkubator

Pracovni postup
Pro detekci urcité reaktivni formy dusiku nebo kysliku si ze zdsobnich roztoku
ptipravime do mikrozkumavek roztoky pracovni podle tabulek uvedenych
Vv nésledujicich kapitolach (1.2.3.1-5). Pracujeme pfi co nejmensim osvétleni a zdsobni
i pfipravené pracovni roztoky uchovavame ve tmé (mikrozkumavky zabalime do
alobalu).
Roztoky, ve kterych budeme inkubovat ptipravené fezy, pfipravime z pracovnich
roztokit do mikrozkumavek podle tabulek uvedenych v nasledujicich kapitolach
(1.2.3.1-5). Pracujeme pii co nejmensim osvétleni a pfipravené roztoky uchovavame
ve tm& (mikrozkumavky zabalime do alobalu).
Pti detekci kazdé z forem ROS nebo RNS kromé vzorku pripravime jesté negativni
kontrolu s lapacem detekované latky a nebarvenou negativni kontrolu. Nebarvenou
negativni kontrolu piedstavuji fezy, které celou dobu uchovavame v Tris-pufru.
Rezy budeme inkubovat v koi¢cich v jamkach mikrotitraéni desticky; jednotlivé
roztoky, jejich objemy a doby inkubace jsou uvedené v tabulkach (Tab. 3, 6, 9, 12 a
14) v nasledujicich kapitolach. Roztoky do jamek mikrotitraéni desticky pipetujeme
vzdy az po uplynuti doby inkubace predchoziho kroku. VSechny inkubace provadime
ve tmé; destiCku zavieme vickem a zabalime do alobalu.
Pfi inkubaci fezi vzorku a fezi negativni kontroly napipetujeme prvni roztok do
jamky mikrotitra¢ni desticky. Do jamky s roztokem umistime koSicek se sitkem a do
kosicku $téteckem opatrné preneseme 7 fezl z Petriho misky s Tris-pufrem.
Po uplynuti pfislusné doby inkubace koSic¢ek s fezy preneseme do jamky s dalSim
roztokem. KoSicek zjamky vytdhneme pinzetou, velice opatrné oklepeme kapicky
roztoku, které na ném zustaly, a pfeneseme ho do dalsi jamky.
Po poslednim promyvacim kroku fezy StéteCkem opatrné preneseme z koSickd na
podlozni sklicka s 50 pul 10 mM Tris-pufru. Na fezy poloZime kryci sklicko a jeho
kraje pfetteme bezbarvym lakem. Pfipravend sklicka uloZzime do tmy a postupné
vyhodnotime.
Pomoci fluorescencniho mikroskopu pozorujeme pftisluSné fluorescencni signély.
Pouzivané hranoly jsou uvedeny u jednotlivych kapitol (1.2.3.1-5). Porovname signély
nebarvené negativni kontroly (moZné autofluorescence), negativni kontroly s lapacem
a barveného vzorku.
Pomoci digitalni kamery nainstalované na mikroskopu zhotovime snimky, které budou
slouzit jako dokumentace vysledki. Kazdy fez vyfotime nejprve s pouzitim hranolu
pro fluorescenci a ndsledné ve viditelném svétle.



1.2.3.1. Detekce peroxidu vodiku
e Ze zasobnich roztoki pripravime pracovni roztoky podle nasledujici tabulky (Tab. 1).

Tabulka 1: Piiprava pracovnich roztokd.
objem zasobniho roztoku
10 mM H,DCF DA  Tris-pufr
20 uM H,DCF DA 4l 1996 ul

e Zpracovnich roztokli podle nasledujici tabulky (Tab. 2) pfipravime roztoky, ve
kterych budeme inkubovat fezy.

Tabulka 2: Piiprava roztokt pro inkubaci fez.

objem pracovniho roztoku

20 mM askorbat 20 uM H,DCF Tris-
sodny DA pufr
10 mM askorbat sodny 1000 pl - 1000 pl
10 mM askorbat sodny + 10 puM i
H,DCF DA 1000 pl 1000 ul
10 uM H,DCF DA - 1000 pl

e Inkubaci fezil v koSicku v jamkach mikrotitracni desticky provedeme podle rozpisu

uvedeného v nasledujici tabulce (Tab. 3).

Tabulka 3: Inkubace fezt pro detekci H,0,.

jamka vzorek negativni konrola
1 Tris-pufr 10 mM askorbat sodny
3 ml, 20 min 20 min
2 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
3 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
4 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
5 10 uM H,DCF DA 10 mM askorbét sodny + 10 uM
H.DCF DA
2 ml, 10 min 2 ml, 10 min
6 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min
7 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3ml, 2 min
8 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min

e Pro pozorovani fluorescen¢niho signdlu pouzijeme hranol U-MWB2.




1.2.3.2. Detekce oxidu dusnatého
e Ze zasobnich roztoki pripravime pracovni roztoky podle nasledujici tabulky (Tab. 4).

Tabulka 4: Piiprava pracovnich roztokd.
objem zasobniho roztoku
250 MM cPTIO 5 mM DAF-FM DA  Tris-pufr
400 uM cPTIO 3,2 ul - 1997 pl
20 uM DAF-FM DA - 8 ul 1992 ul

e Zpracovnich roztokti podle nasledujici tabulky (Tab. 5) pfipravime roztoky, ve
kterych budeme inkubovat fezy.

Tabulka 5: Piiprava roztoki pro inkubaci fez.
objem pracovniho roztoku
400 uM cPTIO 20 uM DAF-FM DA  Tris-pufr

200 uM cPTIO 1000 pl - 1000 pl
200 uM cPTIO + 10 uM DAF-FM DA 1000 pl 1000 pl -
10 uM DAF-FM DA - 1000 pl 1000 pl

e Inkubaci fezli v koSi¢ku v jamkach mikrotitraéni desti¢ky provedeme podle rozpisu
uvedeného v nasledujici tabulce (Tab. 6).

Tabulka 6: Inkubace fezl pro detekci NO.

jamka vzorek negativni konrola
1 Tris-pufr 200 uM cPTIO
3 ml, 20 min 20 min
2 - Tris-pufr
3ml, 2 min
3 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
4 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
5 10 uM DAF-FM DA 200 uM cPTIO + 10 uM DAF-FM DA
2 ml, 10 min 2 ml, 10 min
6 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min
7 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min
8 Tris-pufr Tris-pufr
3 ml, 2 min 3ml, 2 min

e Pro pozorovani fluorescen¢niho signalu pouzijeme hranol U-MWB2.



1.2.3.3. Detekce superoxidu
e Ze zasobnich roztoki pripravime pracovni roztoky podle nasledujici tabulky (Tab. 7).

Tabulka 7: Piiprava pracovnich roztokd.

objem zasobniho roztoku
20 MM TEMPO 5 mM DHE Tris-pufr
2 mM TEMPO 200 ul - 1800 pl
20 uM DHE - 8 ul 1992 ul

e Zpracovnich roztokti podle nasledujici tabulky (Tab. 8) pfipravime roztoky, ve
kterych budeme inkubovat fezy.

Tabulka 8: Piiprava roztoki pro inkubaci fez.

objem pracovniho roztoku
2mM TEMPO 20 uM DHE Tris-pufr

1 mM TEMPO 1000 pl - 1000 pl
1 mM TEMPO + 10 WM DHE 1000 pl 1000 pl -
10 uM DHE - 1000 ul 1000 pl

e Inkubaci fezl v koSi¢ku v jamkach mikrotitraéni desti¢ky provedeme podle rozpisu
uvedeného v nasledujici tabulce (Tab. 9).

Tabulka 9: Inkubace fezli pro detekci superoxidu.

jamka vzorek negativni konrola
1 Tris-pufr 1 mM TEMPO
3 ml, 20 min 2ml, 20 min
2 - Tris-pufr
3ml, 2 min
3 - Tris-pufr
3ml, 2 min
4 - Tris-pufr
3ml, 2 min
5 10 uM DHE 1 mM TEMPO + 10 uM DHE
2 ml, 37°C, 10 min 2 ml, 37°C, 10 min
6 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3ml, 2 min
7 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3ml, 2 min
8 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min

e Pro pozorovani fluorescen¢niho signdlu pouzijeme hranol U-MWB2.



1.2.3.4. Detekce peroxydusitanu

e Ze zasobnich roztokii pfipravime pracovni roztoky podle nasledujici tabulky
(Tab. 10).

Tabulka 10: Ptiprava pracovnich roztoku.

objem zésobniho roztoku
25 mM ebselen 5 mM APF  Tris-pufr
40 uM ebselen 3,2 - 1997 ul
20 uM APF - 8 ul 1992 ul

e Zpracovnich roztoki podle nasledujici tabulky (Tab. 11) pfipravime roztoky, ve
kterych budeme inkubovat fezy.

Tabulka 11: Ptiprava roztokl pro inkubaci fezil.
objem pracovniho roztoku
40 uM ebselen 20 uM APF Tris-pufr

20 uM ebselen 1000 pl - 1000 pl
20 uM ebselen + 10 uM APF 1000 pl 1000 pl -
10 uM APF - 1000 pl 1000 pl

e Inkubaci fezti v ko$icku v jamkach mikrotitraéni desticky provedeme podle rozpisu
uvedeného v nasledujici tabulce (Tab. 12).

Tabulka 12: Inkubace fezi pro detekci peroxydusitanu.

jamka vzorek negativni konrola
1 Tris-pufr 20 uM ebselen
3 ml, 20 min 20 min
2 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
3 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
4 - Tris-pufr
3 ml, 2 min
5 10 uM APF 20 uM ebselen + 10 pM APF
2ml, 10 min 2ml, 10 min
6 Tris-pufr Tris-pufr
3 ml, 2 min 3 ml, 2 min
7 Tris-pufr Tris-pufr
3 ml, 2 min 3 ml, 2 min
8 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3ml, 2 min

e Pro pozorovani fluorescen¢niho signdlu pouzijeme hranol U-MWB2.



1.2.3.5. Detekce nitrosothiola

e Ze zasobnich roztokt podle nasledujici tabulky (Tab. 13) pfipravime roztoky, ve
kterych budeme inkubovat fezy.
Tabulka 13: Ptiprava roztokl pro inkubaci fezil.
objem zéasobniho roztoku

1M  10mM  Tris- B- 5 mM

NEM DTPA pufr  mercaptoethanol Af-M
10 mM NEM + 100 uM DTPA 20 ul 20 ul - 1960 pl - -
B-mercaptoethanol - 1999 ul 1,4 ul -
10 uM Af-M - - 1996 pl - 4 ul

e Inkubaci fezti v kosicku v jamkach mikrotitraéni desticky provedeme podle rozpisu

uvedeného v nasledujici tabulce (Tab. 14).

Tabulka 14: Inkubace fezii pro detekci nitrosothiolt.

jamka vzorek negativni konrola
1 10 mM NEM + 100 uM DTPA 10 mM NEM + 100 uM DTPA
10 min 10 min

2 Tris-pufr Tris-pufr
3 ml, 2 min 3 ml, 2 min

3 Tris-pufr Tris-pufr
3 ml, 2 min 3 ml, 2 min

4 Tris-pufr Tris-pufr
3 ml, 2 min 3 ml, 2 min

5 [-mercaptoethanol [-mercaptoethanol
2 ml, 10 min 2 ml, 10 min

6 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min

7 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min

8 Tris-pufr Tris-pufr
3ml, 2 min 3 ml, 2 min

9 10 uM Af-M -
2 ml, 10 min

10 Tris-pufr -
3ml, 2 min

11 Tris-pufr -
3 ml, 2 min

12 Tris-pufr -
3 ml, 2 min

e Pro pozorovani fluorescen¢niho signalu pouzijeme hranol U-MWB2.



1.2.4. Vyhodnoceni vysledkii
e Pofidime fotodokumentaci rostlinnych fezi ve viditelném svétle a s pouzitim
fluorescenéniho hranolu.
e Na fotce fezu ve viditelném svétle popiSeme anatomii podle Obr. 13.
e Na fotkach, které dokumentuji fluorescen¢ni signaly, popiSeme, v kterych ¢astech listu
se sledované reaktivni formy dusiku a kysliku vyskytuji.

B epidermis

m palisidovy mezofyl
houbovy mezofyl
0 floém

W xylém

W kolenchym

Obr. 13 Anatomie pii¢ného fezu hlavniho cévniho svazku listu Solanum lycopersicum.

1.2.5. Priklady vysledkii a moZné problémy

Poftizené fotografie zpracujeme a popiSeme. Do protokolu vybereme jednu fotku fezu
listu ve viditelném svétle a popiSeme anatomii fezu (Obr. 14). Dale uvedeme fotografie fezl
S detekovanymi reaktivnimi formami dusiku a kysliku (Obr. 15-17) a popiSeme, kde jsme
RNS a ROS detekovali.

V uvedenych piikladech byl detekovan O,” a ONOO". U vSech vzorku byla
pozorovana autofluorescence (Obr. 15), ktera byla nejsilngj$i v palisadovém mezofylu,
pravdépodobné diky chlorofylu. Superoxid ani peroxydusitan detekovany nebyly. U vzorkl
barvenych pro detekci O, byl v xylému pozorovan éerveny fluorescenéni signal (Obr. 16),
ktery ovSem superoxidu nepatii. U vzorku barvenych pro detekci ONOO™ (Obr. 17) nebyl
pozorovan fluorescenéni signal u negativni kontroly ani vzorku. Je mozné, ze O,” ani ONOO"
nebyly vrostlinach pfitomny v dostateném mnozstvi pro vizualizaci pouzitymi
fluorescencnimi sondami. Rostliny nebyly vystaveny zddnému stresu.



Obr. 14 Anatomie pti¢ného fezu hlavniho cévniho svazku listu rajéete S. lycopersicum cv.
Amateur.

Obr. 15 Autofluorescence; a) fotka fezu ve viditelném svétle; b) autofluorescence —
nebarvena negativni kontrola.

Obr. 16 ‘Detekce‘.OZ'-; a) fotka fezu ve viditelném svétle; b) negativni kontrola s TEMPO; ¢)
vzorek — fluorescencéni signal O,".



Obr. 17 Detekce ONOQ'; a) fotka fezu ve viditelném svétle; b) negativni kontrola
s ebselenem; c) vzorek — fluorescen¢ni signal ONOQO',

Problém muze piedstavovat autofluorescence. Nastavime-li dobu expozice tak, aby

autofluorescence nebyla vidét, miize dojit k potlaceni fluorescencniho signalu detekovanych
RNS a ROS, nejsou-li dostate¢né intenzivni.

Sklicka se vzorky zbyte¢né nevystavujeme svétlu. Pifi praci na mikroskopu pro

zaostfeni pouzijeme nebarvenou negativni kontrolu ve viditelném svétle; u dalSich sklicek
bude dosta¢ujici jemné doostfeni. Rez vzorku vzdy pozorujeme a dokumentujeme nejprve
s pouzitim fluorescencniho hranolu a az poté ve viditelném svétle, aby nedochazelo ke
zbyte¢nému vysvécovani vzorku. Pred potizenim fotky fezu ve viditelném svétle neménime
zorné pole.

1.2.6. Kontrolni otazky

Jaky je princip histochemickych metod?

Popiste detekci NO fluorescenéni sondou DAF-FM DA.

Co vznika reakci superoxidu s DHE? Ptekryva se fluorescenéni signal vysledného
produktu se signalem jinych molekul a je pfipadné mozné signaly odlisit?

Ktera molekula se pouziva jako zhaSeC peroxydusitanu v negativni kontrole? Jak je
zajisténo, ze se zhasec po reakci s peroxydusitanem prevede zpét?

Které sondy je mozné vyuzit pro detekci thiolovych skupin?

Popiste princip detekce S-nitrosothiold.

Popiste autofluorescenci a problémy s ni spojené.



1.3. IMUNOHISTOCHEMICKA DETEKCE NITROSOGLUTATHIONU
ANITROSOGLUTATHIONREDUKTASY

1.3.1. Teoreticky uvod

Imunohistochemie je metoda, pii které se ve zkoumaném vzorku prokazuje piitomnost
urcitych antigeni pomoci specifickych protilatek. Pouzivané metody se rozdéluji na metody
piimé, metody nepiimé dvoustupnoveé a metody nepiimé trojstupniové. Neékterda z protilatek
(podle typu metody) musi byt oznacena tak, aby bylo mozné ji vizualizovat a vyhodnotit
rozmisténi a intenzitu signalu. Protilatky se pouzivaji monoklonalni nebo polyklonalni,
mohou byt znacené enzymem, kovem nebo fluoresceinem.

Nejjednodussi metodou je metoda piima, ve které je oznacCena primarni protilatka;
pfima metoda neni pfili§ citliva, je mozné pouzit ji pro antigeny, které jsou ve vzorku hojné
zastoupeny. Citlivéjsi metodu predstavuje nepiima dvoustupniovd metoda; v prvnim kroku se
pouzije neoznacend primarni protilatka specificka proti prokazovanému antigenu; v druhém
kroku se pouzije znacend sekundarni protildtka specifickd proti imunoglobulinim zvifete,
které bylo darcem primarni protilatky (Obr. 18). Neptimé trojstupniové metody zesiluji signal
Vv pfipadech, kdy je mnozstvi antigenu ve vzorku nizké; v prvnim kroku se pouZije specificka
primarni protilatka proti studovanému antigenu; v druhém kroku se pouzije protilatka
specificka proti imunoglobulinim zvifete, které bylo darcem primarni protilatky a protilatky
ve tfeti fazi; ve tfetim kroku se nanese znaCeny komplex, napiiklad peroxidasa-anti-
peroxidasovy komplex, alkalicka fosfatasa-anti-alkalicka fosfatasa nebo avidin-biotin
komplex.

- 1

E—

Sekundarni protilatka
- znacena napf. fluoresceinem

Primarni protilatka
- neznaena
Rez
Obr. 18 Schématické znazornéni nepiimé dvoustupnové metody.

V nasledujicim laboratornim postupu (kapitola 1.3.3. Pracovni postup) je popséana
imunochemicka detekce GSNO a GSNOR. Pro detekci je v obou piipadech pouzita nepfima
dvoustupiiova metoda.

Pro detekci GSNO je jako primarni protilatka v prvnim kroku pouzita komercni
polyklonalni krysi protilatka proti GSNO. Sekundarni protilatkou je komercni krali¢i
protilatka proti imunoglobulinlim krysy, ktera je fluorescenéné znacend. Fluorescen¢ni znacka
se pozoruje pii excitacni/emisni vinové délce 493/518 nm.

Pro detekci GSNOR je jako primarni protiladtka v prvnim kroku pouZita v laboratofi
piipravena polyklonalni krali¢i protilatka proti GSNOR. Sekundéarni protilatkou je komercni
kozi protilatka proti imunoglobuliniim kralika, které je fluorescen¢né znacend. Fluorescenéni
znacka se pozoruje pfi excitacni/emisni vinové délce 493/518 nm.

Pro ovéfeni, Ze pouzivany pracovni protokol funguje spravné a je specificky pro
detekci sledované latky, se pouzivaji pozitivni a negativni kontroly. Pozitivni kontrola slouzi
k ovéfeni funkcnosti protokolu. V tomto pfipad¢ jako kontrola mutze poslouzit vzorek, o
kterém je prokazano, Ze je pozitivni; jestlize neni detekovan signal, je tfeba pracovni protokol



upravit a optimalizovat. Negativni kontrola slouzi k ovéfeni specifity pracovniho postupu.
Jako negativni kontrola se pouzivaji bud’ preparaty, které neobsahuji studovanou latku
(antigen), nebo metody, kdy je antigen pfitomen, ale primarni protilatka se nepouzije, nebo je
nahrazena sérem ze stejného zvifete, jez bylo darcem primarni protilatky. Nesmi byt
detekovan zadny signal. Problém pfi pozorovani fluorescencnich signali znacenych protilatek
mize zpusobovat autofluorescence vzorku, jak je podrobnéji popsano v kapitole 1.2.1.
Histochemicka detekce reaktivnich forem dusiku a kysliku.

Soucasti pracovnich protokoli imunohistochemickych metod je fixace tkané, jejimz

cilem je zachovani struktury bun¢k a tkdni ve stavu, ktery je co nejpodobnéjsi tomu, v némz
se vyskytuji zaziva. Pro fixaci lze pouzit fixa¢ni roztoky (aldehydy, alkoholy, kyseliny), fixaci
mrazem a fixaci teplem za pouziti mikrovin.

1.3.2. Experimentilni vybaveni
Chemikalie:

100% glycerol

PBS (2,5 mM Na-fosfatovy pufr pH 7,4, 0,73 mM NacCl, 13 mM KCl)

primarni protilatka — krali¢i polyklonalni protildtka a-GSNOR

priméarni protilatka — krysi polyklonalni protilatka a-GSNO

sekundarni protilatka — Goat anti-rabbit IgG (H&L), DyLight® 488 conjugated
sekundarni protilatka — Rabbit anti-rat IgG (H&L), DyLight® 488 conjugated
TBSA-BSAT pH 7,6 (5 M Tris, 0,9% NaCl, 0,05% azid sodny, 0,1% BSA, 0,1%
Triton X-100)

Laboratorni material:

12-jamkova mikrotitra¢ni desticka, alobal, automatické pipety, bezbarvy lak, kosicky se
sitkem, kryci sklicka, pinzeta, podlozni sklicka, Spi¢ky na pipety, Stétecky

Biologicky material:

fezy ptipravené podle navodu v kapitole 1.1. Ptiprava rostlinného materialu

Pristroje:

fluorescen¢ni mikroskop, tfepacka

1.3.3. Pracovni postup

Ptipravime si 12-jamkovou mikrotitracni destiCku a koSicek se sitkem. Inkubace fezli
V jamkach desticky, ktera ma fady A-C a sloupce 1-4, je schematicky znazornéna
v nasledujicich tabulkach (Tab. 15, 16). V jamkach fady A a B budou inkubovany fezy
vzorku, v jamkach fady C budou inkubovany fezy negativni kontroly.

Protilatky budeme fedit v TBSA-BSAT podle nésledujiciho rozpisu:

detekce GSNO

primarni protilatka — krysi polyklonalni protilatka a-GSNO 1:2500

sekundarni protilatka — Rabbit anti-rat [gG (H&L), DyLight® 488 conjugated 1:1000
detekce GSNOR

primarni protilatka — krali¢i polyklonalni protilatka a-GSNOR 1:2500

sekundarni protilatka — Goat anti-rabbit IgG (H&L), DyLight® 488 conjugated 1:1000

Do jamky Al napipetujeme 2 ml primarni protilatky; do jamky CI napipetujeme
3,5 ml TBSA-BSAT. Do jamek umistime koSi¢ky se sitky a do kazdého koSicku



Stéteckem opatrné pieneseme 7 fezl. Desticku zavieme vickem a inkubujeme pies noc
do druhého dne pti 4°C za velice mirného tfepani.

Tabulka 15: Detekce GSNO. Schématické znazornéni 12-jamkové mikrotitracni desticky.

1 2 3 4

krysi polyklonalni
A protilétka 0-GSNO TBSA-BSAT TBSA-BSAT  TBSA-BSAT
2 ml, pres noc, 4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min  3,5ml, 10 min

Rabbit anti-rat 19G
B (H&L), DyLight® 488 TBSA-BSAT TBSA-BSAT  TBSA-BSAT

conjugated
2ml, 1 h, 4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min  3,5ml, 10 min
Rabbit anti-rat 19G
c TBSA-BSAT (H&L), DyLight® 488 TBSA-BSAT  TBSA-BSAT
conjugated
3,5 ml, pfes noc, 4°C 2ml, 1h, 4°C 3,5ml,15min  3,5ml, 15 min
Tabulka 16: Detekce GSNOR. Schématické znazornéni 12-jamkové mikrotitraéni desticky.
1 2 3 4

krali¢i polyklonalni
A orotilatka a-GSNOR TBSA-BSAT TBSA-BSAT  TBSA-BSAT
2 ml, pies noc, 4°C 3,5 ml, 10 min 3,5ml, 10 min 3,5 ml, 10 min

Goat anti-rabbit 19G
B (H&L), DyLight® 488 TBSA-BSAT TBSA-BSAT  TBSA-BSAT

conjugated
2ml, 1 h,4°C 3,5ml, 10 min 3,5ml, 10 min  3,5ml, 10 min
Goat anti-rabbit 1gG
c TBSA-BSAT (H&L), DyLight® 488 TBSA-BSAT  TBSA-BSAT
conjugated

3,5 ml, pies noc, 4°C 2ml, 1h,4°C 3,5ml, 15 min  3,5ml, 15 min

Dalsi den fezy vzorku inkubovaného v primarni protilatce (jamka A1) promyjeme 3x
10 min v 3,5 ml TBSA-BSAT. Kosicek zjamky Al pinzetou vytahneme, velice
opatrné oklepeme kapicky roztoku, které na ném zistaly, a pfeneseme do dalsi jamky.
Desticku zavieme vickem a inkubujeme 10 min za velice mirného tfepani. Stejny
postup opakujeme ve vSech krocich promyvani (viz Tab. 15, 16).

Do jamek B1 a C2 napipetujeme 2 ml sekundarni protilatky. Do jamek pieneseme
koSicky se vzorky po poslednim promyvacim kroku. Desticku zavieme vickem a
zabalime do alobalu. Inkubujeme 1 h pii 4°C za velice mirného tfepani.

Rezy vzorku promyjeme 3x 10 min v 3,5 ml TBSA-BSAT; fezy negativni kontroly
promyjeme 2x 15 min v 3,5 ml TBSA-BSAT. Pfi promyvani budeme kosicek s fezy
pfenaset do dalSich jamek s TBSA-BSAT a inkubovat za velice mirného tfepani podle
rozpisu (Tab. 15, 16). Pracujeme pfi co nejmensim osvétleni.

Po poslednim promyvacim kroku fezy StéteCkem opatrné pieneseme z kosickil na
podlozni sklicka s 50 ul roztoku PBS:100% glycerol 3:1. Z kazdé jamky pfeneseme na
sklicko 5 fezi. Na fezy polozime kryci sklicko a jeho kraje pfetfeme bezbarvym
lakem. Ptipravena sklicka ulozime do tmy a postupné vyhodnotime.




e Pomoci fluorescenéniho mikroskopu pozorujeme piislusné fluorescenéni signaly.
Pouzijeme hranol U-MWB2. Porovname signaly negativni kontroly (mozna
autofluorescence) a vzorku s protilatkami.

e Pomoci digitalni kamery nainstalované na mikroskopu zhotovime snimky, které budou
slouzit jako dokumentace vysledkti. Kazdy ez vyfotime nejprve s pouzitim hranolu
pro fluorescenci a nasledn¢ ve viditelném svétle.

1.3.4. Vyhodnoceni vysledkii
e Pofidime fotodokumentaci rostlinnych fezi ve viditelném svétle a s pouzitim
fluorescen¢niho hranolu.
e Na fotce fezu ve viditelném svétle popiSeme anatomii podle Obr. 13. v kapitole 1.2.4.
Vyhodnoceni vysledki.
e Na fotkach, které dokumentuji fluorescen¢ni signaly, popiSeme, v kterych ¢astech listu
se vyskytuje GSNO a GSNOR.

1.3.5. Priklady vysledkii a moZné problémy

Porizené fotografie zpracujeme a popisSeme. Do protokolu vybereme jednu fotku fezu
listu ve viditelném svétle a popiSeme anatomii fezu. Dale uvedeme fotografie fezil
s detekovanym GSNO a GSNOR a popiseme, kde jsme GSNO a GSNOR detekovali.

Problém muzZe piedstavovat autofluorescence. Nastavime-li dobu expozice tak, aby
autofluorescence nebyla vidét, miize dojit k potlaceni fluorescenéniho signalu detekovanych
RNS a ROS, nejsou-li dostate¢né intenzivni.

Sklicka se vzorky zbyteéné nevystavujeme svétlu. Pfi praci na mikroskopu pro
zaostfeni pouzijeme nebarvenou negativni kontrolu ve viditelném svétle; u dalSich sklicek
bude dosta¢ujici jemné doostfeni. Rez vzorku vzdy pozorujeme a dokumentujeme nejprve
s pouzitim fluorescencniho hranolu a az poté ve viditelném svétle, aby nedochazelo ke
zbytecnému vysvécovani vzorku. Pfed potfizenim fotky fezu ve viditelném svétle neménime
zorné pole.

1.3.6. Kontrolni otazky
e Jaky je princip imunohistochemie?
Jak se rozdéluji imunohistochemické metody?
Popiste nepfimou dvoustupiiovou metodu.
Pro€ se v imunohistochemii pouZziva pozitivni kontrola a jak vypada?
Pro€ se v imunohistochemii pouZiva negativni kontrola a jak vypada?



2. LITERATURA

Akhter S., Green J. R., Root P., Tchatcher G. J., Mutus B. (2003) Peroxynitrite and NO*
donors form colored nitrite adducts with sinapinic acid: potential applications. Nitric
Oxide 8, 214-221.

Beligni M. V., Lamattina L. (2001) Nitric oxide: a nontraditional regulator of plant growth.
Trends Plant Sci. 6, 508-509.

Cohn C. A,, Pedigo C. E., Hylton S. N., Simon S. R., Schoonen M. A. (2009) Evaluating the
use of 3'-(p-Aminophenyl) fluorescein for determining the formation of highly reactive
oxygen species in particle suspensions. Geochem Trans, doi:10.1186/1467-4866-10-8.

Crawford N. M. (2006) Mechanisms for nitric oxide synthesis in plants. J. Exp. Bot. 57,
471-478.

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

Delledonne M., Xia Y., Dixon R. A., Lamb C. (1998) Nitric oxide functions as a signal in
plant disease resistance. Nature 394, 585-588.

Dixon R. A. (2001) Natural products and plant disease resistance. Nature 411, 843-847.
Durner J., Wendehenne D., Klessig D. F. (1998) Defence gene induction in tobacco by nitric
oxide, cyclic GMP, and cyclic ADP-ribose. Proc. Natl. Acad. Sci. 95, 10328-10333.
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. Proc Natl Acad Sci USA 102, 8054-8059.
Goldstein S, Russo A, Samuni A. (2003) Reactions of PTIO and carboxy-PTIO with *NO,

*NO,, and O,*. J. Biol. Chem. 278, 50949-50955.

Greenberg J. T. (1997) Programmed cell death in plant-pathogen interactions. Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 525-545.

Hogg N., Singh R. J., Joseph J., Neese F., Kalyanaraman B. (1995) Reactions of nitric oxide
with nitronyl nitroxides and oxygen: prediction of nitrite and nitrate formation by kinetic
simulation. Free Radic Res 22, 47-56.

Itoh Y., Ma F. H., Hoshi H., Oka M., Noda K., Ukai Y., Kojima H., Nagano T., Toda N.
(2000) Determination and bioimaging method for nitric oxide in biological specimens
by diaminofluorescein fluorometry. Anal. Biochem. 287, 203-209.

Jensen D. E., Belka G. K., Du Bois G. C. (1998) S-Nitrosoglutathione is a substrate for rat
alcohol dehydrogenase class 11l isoenzyme. Biochem J 331, 659-668.

Kavya R., Saluja R., Singh S., Dikshit M. (2006) Nitric oxide synthase regulation and
diversity: implications in Parkinson's disease. Nitric Oxide 15, 280-294.

Keller T., Damude H. G., Werner D., Doerner P., Dixon R. A., Lamb C. (1998) A plant
homolog of the neutrophil NADPH oxidase gp91phox subunit gene encodes a plasma
membrane protein with Ca?* binding motifs. Plant Cell 10, 255-266.

Klepper L. (1979) Nitric oxide (NO) and nitrogen dioxide (NO,) emissions from herbicide-
treated soybean plants. Atmos. Environ. 13, 537-542.

Kojima H., Urano Y., Kikuchi K., Higuchi T., Hirata Y., Nagano T. (1999) Fluorescent
indicators for imaging nitric oxide production. Angew. Chem. Int. Ed. 38. 3209-3212.

Knowles R. G., Moncada S. (1994) Nitric oxide synthase in mammals. Biochem. J. 298,
249-258.

Kranner I., Roach T., Beckett R. P., Whitaker C., Minibayeva F. V. (2010) Extracellular
production of reactive oxygen species during seed germination and early seedling
growth in Pisum sativum. J. Plant Physiol. 167, 805-811.

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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cohn%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pedigo%20CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hylton%20SN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simon%20SR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schoonen%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=A%20central%20role%20for%20S-nitrosothiols%20in%20plant%20disease%20resistance
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goldstein%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Russo%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Samuni%20A%22%5BAuthor%5D

Lipton S. A., Choi Y. B., Pan Z. H., Lei S. Z., Chen H. S., Sucher N. J., Loscalzo J., Singel D.
J., Stamler J. S. (1993) A redox-based mechanism for the neuroprotective and
neurodestructive effects of nitric oxide and related nitroso-compounds. Nature 364,
626-632.

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.

Low P. S., Merida J. R. (1996) The oxidative burst in plant defense: function and signal
transduction. Physiol Plant 96, 533-542.

Masumoto H., Sies H. (1996) The reaction of ebselen with peroxynitrite. Chem Res Toxicol.
9, 262-267.

Mur L. A. J., Carver T. L. W., Prats E. (2006) NO way to live; the various roles of nitric oxide
in plant-pathogen interactions. J. Exp. Bot. 57, 489-505.

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

Samuni A., Krishna C. M., Mitchell J. B., Collins C. R., Russo A. (1990) Superoxide reaction
with nitroxides. Free Radic Res Commun. 9, 241-249

Setsukinai K., Urano Y., Kakinuma K., Majima H. J., Nagano T. (2003) Development of
novel fluorescence probes that can reliably detect reactive oxygen species and
distinguish specific species. J Biol Chem. 278, 3170-3175.

Thomas D. D., Liu X., Kantrow S. P., Lancaster J. R. (2001) The biological lifetime of nitric
oxide: Implications for the perivascular dynamics of NO and O,. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 98, 355-360.

Valderrama R., Corpas F. J., Carreras A., Fernandez-Ocafia 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.

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

Wink D. A., Mitchell J. B. (1998) Chemical biology of nitric oxide: insights into regulatory,
cytotoxic and cytoprotective mechanisms of nitric oxide. Free Radic. Biol. Med. 25,
434-456.

Wojtaszek P. (2000) Nitric oxide in plants. To NO or not to NO. Phytochemistry 54, 1-4.
Yamasaki H., Sakihama Y., Takahashi S. (1999) An alternative pathway for nitric oxide
production in plants: new features of an old enzyme. Trends Plant Sci. 4, 128-129.
Zaninotto F., La Camera S., Polverari A., Delledonne M. (2006) Cross talk between reactive
nitrogen and oxygen species during the hypersensitive disease resistence response. Plant

Physiol. 141, 379-383.

Zhao H., Joseph J., Fales H. M., Sokoloski E. A., Levine R. L., Vasquez-Vivar J.,
Kalyanaraman B. (2005) Detection and characterization of the product of hydroethidine
and intracellular superoxide by HPLC and limitations of fluorescence. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 102, 5727-5732.

Zhao H., Kalivendi S., Zhang H., Joseph J., Nithipatikom K., Vasquez-Vivar J.,
Kalyanaraman B. (2003) Superoxide reacts with hydroethidine but forms a fluorescent
product that is distinctly different from ethidium: potential implications in intracellular
fluorescence detection of superoxide. Free Radic. Biol. Med 34, 1359-1368.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masumoto%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sies%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8924601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Samuni%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krishna%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mitchell%20JB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Collins%20CR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Russo%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2167262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Setsukinai%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Urano%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kakinuma%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Majima%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nagano%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Setsukinai%20urano%202003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Valderrama%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Corpas%20FJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carreras%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fern%C3%A1ndez-Oca%C3%B1a%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaki%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luque%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22G%C3%B3mez-Rodr%C3%ADguez%20MV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22G%C3%B3mez-Rodr%C3%ADguez%20MV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Colmenero-Varea%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Del%20R%C3%ADo%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barroso%20JB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhao%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Joseph%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fales%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sokoloski%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Levine%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vasquez-Vivar%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kalyanaraman%20B%22%5BAuthor%5D

2-OH-E*
a-GSNO
a-GSNOR
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DAF-2
DAF-2 DA
DAF-FM
DAF-FM DA
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DHE
DMSO
DTPA

E+

eNOS
FAD
FALDH
FMN
GSNO
GSNOR
H,DCF
H,DCF DA
H202

HO’

HPF
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hROS
iNOS
NEM
NiNOR
nNOS
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3. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2-hydroxyethidium

krysi polyklonalni protilatka proti GSNO
krali¢i polyklonalni protilatka proti GSNOR
Alexa Fluor® 488 Cs Maleimid
3’-(p-aminofenyl)fluorescein

hovézi sérovy albumin
2-4-karboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-
oxid

4,5-diaminofluorescein
4,5-diaminofluorescein diacetat
4-amino-5-methylamino-2¢,7¢-difluorescein
4-amino-5-methylamino-2°,7¢-difluorescein diacetat
triazofluorescein

dihydroethidium (hydroethidin)
dimethylsulfoxid
diethylentriaminpentaoctova kyselina
ethidium

endotelialni NOS

flavinadenindinukleotid
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
flavinmononukleotid

S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa

2', 7'-dichlorodihydrofluorescein

2', 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
peroxid vodiku

hydroxylovy radikal
3'-(p-hydroxyfenyl)fluorescein
hypersenzitivni reakce

vysoce reaktivni formy kysliku

inducibilni NOS

N-ethylmaleimid

nitrit:NO reduktasa

neuronova NOS

oxid dusnaty

nitrosoniovy kation

nitroxylovy radikal

synthasa oxidu dusnatého

nitratreduktasa

singletovy kyslik

superoxidovy anion-radikal

hypochlorit

perhydroxylovy radikal

hydroxylovy ion

peroxydusitanovy anion
2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku



RSNO
TEMPAMIN
TEMPO
TEMPOL
Tris

S-nitrosothioly
4-amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-I-oxyl
tris(hydroxymethyl)aminomethan



