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Streszczenie: Reaktywne formy tlenu (RFT) i azotu (RFA) reguluja wiele proceséw fizjologicznych
(kielkowanie, organogenezg korzenia, kwitnienie, dojrzewanie owocow i starzenie) i patologicznych
(infekcje bakteryjne i grzybowe). Jako czasteczki sygnalne uczestnicza w czynnej odpowiedzi ros-
lin na stresy biotyczne i abiotyczne, a utlenione produkty ich reakcji moga odgrywac role wtornych
przekaznikow. Nadmiar RFT i RFA powoduje podwyzszenie potencjalu oksydacyjno-redukcyjne-
go komorki, w wyniku czego modyfikacji ulegaja najczeséciej reszty cysteiny. Grupy tiolowe (-SH)
cysteiny moga ulega¢ zar6wno odwracalnym jak i nieodwracalnym modyfikacjom potranslacyjnym,
przy czym S-glutationylacja i S-nitrozylacja biatek naleza do grupy modyfikacji odwracalnych. S-glu-
tationylacja bialek moze zarowno hamowaé¢ aktywnos$¢ enzymow (enzymy cyklu Calvina i gliko-
lizy) jak izwigksza¢ ich aktywnos$¢ (S-transferaza glutationowa). Ponadto, S-glutationylacja moze
utatwia¢ zardwno S-nitrozylacje jak i fosforylacje niektérych biatek, a takze ochrania¢ wrazliwe ti-
ole kluczowych dla metabolizmu enzymow przed dalszym utlenieniem do kwasu sulfinowego i sul-
fonowego. W przypadku fotosyntetycznego metabolizmu wegla, S-glutationylacja jest nowo pozna-
nym mechanizmem regulacyjnym umozliwiajacym precyzyjne dostosowanie intensywnosci cyklu
Calvina do zmian w puli rownowaznikow redukcyjnych (NADPH) i energii (ATP) w chloroplastach
i przez to utatwia¢ ,,zmiatanie” RFT. Wigkszo$¢ biatek ulegajacych S-nitrozylacji to biatka cytoszk-
ieletu, metabolizmu pierwotnego i wtdrnego, czynniki transkrypcyjne i biatka receptorowe. S-nitrozy-
lacja wigkszosci biatek roslinnych powoduje obnizenie ich aktywnosci z wyjatkiem takich enzymow
jak peroksydaza askorbinianowa, reduktaza glutationowa czy dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu.
Wiele bialek moze ulega¢ zarowno S-nitrozylacji jak i S-glutationylacji, jak na przyktad RuBisCO,
aktywaza RuBisCO, dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, izomeraza triozo- fosforanowa
i kinaza fosfoglicerynianowa. Skuteczno$¢ funkcji regulacyjnej i antyoksydacyjnej S-glutationylacji
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i S-nitrozylacji zalezy od szybkiego przywracania grup tiolowych biatek do postaci zredukowanej
podczas deglutationylacji i denitrozylacji. W wiekszosci przypadkow szybkosé S-deglutationylacji
zalezy od aktywnosci glutaredoksyny (GRX) i tioredoksyny (TRX), ktore sa uwazane za systemy
antyoksydacyjne regulujace homeostaze¢ tiolowo-disiarczkowa w komorkach. Mechanizmy deni-
trozylacji sa znacznie stabiej poznane, jednakze i tutaj kluczowa rol¢ odrywaja TRX.

Stowa kluczowe: oksydacyjne modyfikacje bialek, nitrozacyjne modyfikacje biatek, S-glutationy-
lacja, S-nitrozylacja

Summary: Reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species regulate many physiological (ger-
mination, root organogenesis, flowering, fruit ripening and aging) and pathological (bacterial and
fungal infections) processes. As signal molecules they are involved in plant responses to abiotic and
biotic stresses, and oxidative products of their reactions may play a role of secondary messengers.
Excess of ROS and RNS results in oxidoreduction potential increase leading to modification of
cysteinyl residues. The thiol (-SH) group in cysteinyl residues undergo reversible or irreversible ox-
idative posttranslational protein modifications wherein both S-glutathionylation and S-nitrosylation
are reversible modifications. Protein S-glutathionylation may repress (Calvin cycle and glycolysis
enzymes) or enhance enzyme activity (glutathione S-transferase). Moreover, protein S-glutathionyl-
ation may facilitate both S-nitrosylation and phosphorylation of some proteins and protect sensitive
thiols of key metabolic enzymes against oxidation to sulphinic and sulphonic acids. In the photo-
synhetic carbon metabolism S-glutathionylation is a newly known regulatory mechanism allowing
fine tuning of Calvin cycle in order to rearrange reducing equivalents (NADPH) and energy (ATP)
within chloroplasts, thereby facilitating ROS scavenging. Most proteins that are S-nitrosylated are
associated with the cytoskeleton, primary and secondary metabolism, transcription factors and re-
ceptors. S-nitrosylation of proteins mostly represses their enzymatic activity, with the exception
of such enzymes as ascorbate peroxidase, glutathione reductase and glucose 6-phosphate dehy-
drogenase. Many plant proteins are subjected both to S-glutathionylation and S-nitrosylation, e.g.
RuBisCO, RuBisCO activase, aldehyde 3-phosphoglycerate dehydrogenase, trisephosphate dehy-
drogenase, phosphoglycerate kinase and many others. Effectiveness of regulatory and antioxidant
functions of S-glutathionylation and S-nitrosylation depends on fast switch of protein thiol groups
to the reduced state during deglutathionylation or denitrosylation. Intensity of S-deglutathionylation
depends on glutaredoxin (GRX) and thioredoxin (TRX) activities that are regarded as antioxidative
systems regulating thiol-disulfide homeostasis in plant cells. The knowledge about denitrosylation
mechanisms is rather limited but nevertheless TRX play a key role in this process.

Key words. oxidative modifications of proteins, nitrosative modifications of proteins, S-glutathion-
ylation, S-nitrosylation

WSTEP

Rosliny narazone sg na dziatanie wielu zaréwno biotycznych jak i abiotycz-
nych stresow srodowiskowych, modyfikujacych ich wzrost i rozwoj. Najpow-
szechniej wystepujacymi niekorzystnymi czynnikami srodowiska sg deficyt wody
lub jej nadmiar, suboptymalna temperatura w okresie wegetacji (chtod, mréz lub
zbyt wysoka temperatura) oraz suboptymalne warunki glebowe (zasolenie, niedo-
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bor mineratow, wystgpowanie sktadnikow toksycznych, zakwaszenie gleby) [17].
Wobec braku mozliwosci uniknigcia stresu ro§liny rozwinely specyficzne mecha-
nizmy obnizajace poziom uszkodzen i umozliwiajace aklimatyzacje do zmien-
nych warunkéw Srodowiska [3].

Zdolnosci aklimatyzacyjne roslin zalezg od mozliwosci uruchamiania nowych
drog metabolicznych. Niekorzystne warunki $rodowiska ograniczajg wigzanie
dwutlenku wegla i uniemozliwiaja regeneracje utlenionej formy fosforanu dinu-
kleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP™), co w konsekwencji prowadzi do
,Wysycenia” aparatu fotosyntetycznego i powstawania nadmiernej ilosci reaktyw-
nych form tlenu [60]. Zmiany te powoduja zachwianie rownowagi pomigdzy ok-
sydantami a antyoksydantami i czesto prowadza do zwigkszonej produkcji reak-
tywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA). Zachwianie rownowagi spowodowane
nadmiernym wytwarzaniem RFT lub niewystarczajacg ochrong antyoksydacyjna
przy udziale niskoczasteczkowych antyoksydantéw (karotenoidy, askorbinian,
zredukowany glutation, tokoferole, flawonoidy) lub enzyméw antyoksydacyjnych
(katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza askorbinianowa i reduktaza
dehydroaskorbinianowa, reduktaza glutationowa) prowadzi do powstania stre-
su oksydacyjnego [73] i do zmiany potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego roslin
[27]. Precyzyjna kontrola rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej, w ktorej kluczo-
wa role odgrywaja reaktywne formy tlenu i azotu, jest niezbedna w funkcjono-
wania rosliny [52]. Na zmiany potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego najbardziej
narazone sg biatka, z uwagi na wystepowanie w tancuchu polipeptydowym reszt
cysteiny zawierajacych grupe tiolowa (—SH), najbardziej reaktywna grupe che-
miczng wystepujaca w komorce [77]. Obecno$¢ grupy tiolowej w czasteczce
umozliwia zachodzenie jedno- i dwuelektronowych reakcji odwodorowania i po-
wstawania rodnikéw tiolowych i disulfidow oraz reakcji utleniania prowadzacych
do powstawania kwasow sulfonowych [83]. Ponadto, dysocjacja kwasowa grup
tiolowych umozliwia powstawanie anionéw tiolanowych (-S-). Jako nukleofile
reaguja one z disiarczkami (—SS-), co prowadzi do wymiany tiolowodisiarczko-
wej, lub z egzo- i endogennymi zwigzkami elektrofilowymi tworzac S-koniugaty,
natomiast w reakcji z rodnikiem tlenku azotu NO- daja S-nitrozotiole. Grupy —SH
moga takze kompleksowa¢ jony metali. Zdolno$¢ siarki do przyjmowania roz-
nych stopni utlenienia pozwala na tworzenie r6znego rodzaju oksydacyjnych mo-
dyfikacji potranslacyjnych takich jak S-glutationylacja, S-sulthydratacja (-SSH),
sulfenylacja (-SOH), sulfinylacja (-SO,H), sulfonylacja (-SO,H) i S-nitrozylacja
(-SNO), tworzenie mostkow disiarczkowych (S-S) i sulfenylamidow (-SN) [13].

Zwigkszone stezenie RFT 1 RFA w komoérce powoduje zaburzenia w jej funk-
cjonowaniu na skutek zaburzenia potencjatu oksydacyjne-redukcyjnego, jednakze
rownoczesnie reaktywne formy tlenu i azotu moga petlni¢ wazna funkcje sygnali-
zacyjna [39, 60, 74]. Transdukcja sygnalow zalezna od RFT jest silnie powigzana
z siecig sygnatow hormonalnych (ABA, auksyny, etylen, kwas jasmonowy i salicy-
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lowy). Wspoétdziatanie RFT — zaleznej i hormonalnej $ciezki przekazywania sygna-
hu umozliwia ro$linom aklimatyzacje do nowych warunkow srodowiska [9, 59, 71].
Kluczowym elementem aktywacji mechanizméw umozliwiajacych przywrocenie
homeostazy i odpowiadajacych za inicjacj¢ odpowiedzi aklimatyzacyjnej rosliny
jest ,,sygnalizacja oksydacyjna” [27] informujaca o stanie zredukowania komorki.
Modyfikacje czasteczki sygnalowej powinny by¢ tatwo odwracalne.

Potencjalnymi czasteczkami sygnatowymi moga by¢ m.in. tlenek azotu i nad-
tlenek wodoru. Wynikiem wspoétdziatania RFT z tlenkiem azotu jest szybkie two-
rzenie RFA, takich jak nadtlenoazotyn (ONOO), ditlenek azotu (NO,), tritlenek
diazotu (N,O,), mogacych posredniczy¢ w modyfikacjach potranslacyjnych bia-
Tek [2, 15]. Szczegblng role wydaje si¢ odgrywaé S-nitrozylacja biatek (RSNO),
ktora jest traktowana jako modyfikacja o charakterze sygnalowym o niewielkim
zasiggu, oraz S-glutationylacja biatek umozliwiajaca transdukcje sygnatow re-
doks generowanych zarowno przez RFT jak i RFA [2].

Zainteresowanie S-glutationylacja i S-nitrozylacja w ostatnich latach wyraz-
nie wzrosto. O ile migdzy 2005, a 2010 rokiem opublikowano 95 artykutow do-
tyczacych obydwu rodzajow potranslacyjnych modyfikacji biatek roslinnych, to
w latach 2010-2015 ich ilo$¢ zwigkszyta si¢ do 251 (Web of Science).

Oksydacyjne i nitrozacyjne modyfikacje biatek, odgrywajace wazna rol¢ w prze-
kazywaniu sygnatow oraz w odpowiedzi roslin na patogeny, zostaly omowione
szczegOtowo w pracy przegladowej Pietrowskiej 1 Matolepszej [67]. Celem niniejszej
pracy jest przedstawienie wynikow najnowszych badan dotyczacych oksydacyjnych
1 nitrozacyjnych modyfikacji biatek roslinnych, peligcych kluczowa rolg w transduk-
¢cji sygnatdéw 1 umozliwiajgcych inicjacje odpowiedzi aklimatyzacyjnej roslin do nie-
korzystnych warunkéw srodowiska.

S-GLUTATIONYLACJA I DEGLUTATIONYLACJA
BIALEK ROSLINNYCH

Glutation (y-glutamylocysteinyloglicyna) jest najbardziej rozpowszechnionym
u prokariota i eukariota tripeptydem tiolowym o szerokim spektrum funkcji. Jest
odpowiedzialny za usuwanie reaktywnych form tlenu, utrzymywanie potencjatu
redukcyjnego w komorce i za regeneracj¢ innych antyoksydantéw oraz uszkodzo-
nych sktadnikow komorki, w tym biatek, lipidow i DNA [64]. Grupa sulfhydry-
lowa (tiolowa) glutationu moze reagowac z biatkami tworzac mieszane disiarcz-
ki (biatko-S-S-glutation). Moga one powstawa¢ na drodze dwoch mechanizmow.
Pierwszym z nich jest odwracalne utlenienie biatkowych grup —SH do rodnikoéw
tiolowych (S¢), kwasow sulfenowych (-SOH), lub S-nitrozotioli (SNT) reagujacych
z GSH, drugim za$ reakcja rodnika tiolowego glutationu (—GSe), S-nitrozoglutatio-
nu (GSNO) lub kwasu sulfonowego glutationu (GSOH) z grupami -SH biatek [18].
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Pod wplywem stresu oksydacyjnego lub nitrozowego dochodzi do modulacji
potencjatu redoks reszt cysteinowych w niektorych biatkach. Wciaz nie jest jasne,
dlaczego tylko niektore reszty cysteinowe sa predysponowane do glutationylacji.
Sugeruje sig¢, ze moze to mie¢ zwigzek z niskg stalg dysocjacji pK, grup tiolowych,
mikrosrodowiskiem otaczajacym reszty cysteiny lub kombinacjga tych dwoch
czynnikow [18]. Reakcje bialek z glutationem, prowadzace do powstawania mie-
szanych disiarczkéw (biatko-S-S-glutation) to odwracalna, kowalencyjna mody-
fikacja biatek niezbedna w przewodzeniu sygnatéw i homeostazie komodrkowe;j
(S-glutationylacja). Najprostszym, podstawowym mechanizmem S-glutationylacji
jest spontaniczna wymiana tiol/disiarczek migdzy biatkiem zawierajagcym grupy
—SH, a utlenionym glutationem (GSSG). Rownowaga tej reakcji, okreslana jako
K, x> to termodynamiczny parametr odpowiadajacy stosunkowi GSH/GSSG przy
ktorym 50% docelowych bialek ulega glutationylacji [90]. Alternatywna $ciezka
jest reakcja S-nitrozoglutationu (GSNO) z grupami tiolowymi biatka, jednakze re-
akcja ta moze prowadzi¢ zarowno do S-glutationylacji jak i S-nitrozylacji (ryc. 1).
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RYCINA 1. Wybrane modyfikacje redoks grup tiolowych biatek w warunkach stresu oksydacyjnego.
GSH-glutationw formiezredukowanej; GSSG-glutationw formieutlenionej; GSNO-S-nitrozoglutation
FIGURE 1. Selected redox modifications of protein thiol groups under oxidative stress. GSH-reduced
glutathione; GSSG-oxidized glutathione; GSNO-S-nitrosoglutathione
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Mimo intensywnych badan wcigz nie ma jednoznacznej odpowiedzi na czym
polega mechanizm preferujacy okreslony typ modyfikacji [31]. Wydaje sie, ze
glutationylacja moze zachodzi¢ w reakcjach enzymatycznych, chociaz do tej pory
brak jest potwierdzenia takiego mechanizmu u ros$lin. Dixon i wspotpracownicy
wysuwajg liczne dowody $wiadczace o wysokim prawdopodobienstwie udziatu
transferaz glutationowych w glutationylacji biatek [20], ktorych rola w detoksy-
kacji herbicydéw zostata dobrze poznana [10]. Transferazy glutationowe (GST)
katalizuja nukleofilowy atak grup -SH zredukowanego glutationu na elektrofilo-
we centra zwigzkow organicznych, w wyniku czego powstaja koniugaty glutatio-
nu. W wyniku reakcji sprzegania grupy -SH neutralizuja centrum elektrofilowe
zwigzku, z ktorym reagujg. Uwaza si¢, ze utworzenie koniugatu z glutationem
stanowi swoiste oznakowanie czgsteczki, odbierane jako sygnal do usunigcia jej
z cytoplazmy i zdeponowania w wakuoli. Nalezy podkresli¢, ze istnieje 7 klas
GST u ro$lin (Phi, Tau, Zeta, Theta, Lambda, reduktaza dehydroaskorbinianowa
i dehalogenaza). Transferazy glutationowe Phi i Tau odgrywaja kluczowa rolg
w detoksykacji ksenobiotykoéw, w tym herbicydow, usuwaniu reaktywnych form
tlenu, wigzaniu flawonoidoéw oraz petnia role biatek sygnatowych i regulatorow
apoptozy [19]. Roslinne GST biorg takze udzial w syntezie metabolitéw wtérnych
zawierajacych siarke, takich jak glukozynolany, a takze w transporcie i groma-
dzeniu reaktywnych oksylipin, fenoli i flawonoidow [20].

Glutationylacja bialek roslinnych wydaje si¢ chroni¢ grupy tiolowe biatek
przed innymi modyfikacjami oksydacyjnymi, lub modulowa¢ aktywnos$¢ biatek
zawierajacych aktywne reszty cysteinowe [29]. Innym celem glutationylacji jest
udzial okreslonych biatek w regulacji $ciezki przekazywania sygnatéw lub udziat
w regeneracji enzymow antyoksydacyjnych poprzez redukcje kwasow sulfeno-
wych przy udziale glutaredoksyn (GRX) [90].

Glutationylacja dekarboksylazy glicyny, enzymu kluczowego w procesie foto-
oddychania [63], oraz dehydrogenazy galaktonolaktonowej, bioracej udziat w syn-
tezie askorbinianu [46], prowadzi do inaktywacji tych mitochondrialnych enzymow.
Wskazuje to na znaczenie glutationylacji w czasowej ochronie dekarboksylazy
glicyny idehydrogenazy galaktonolaktonowej przed nieodwracalng inaktywacja
spowodowang stresem oksydacyjnym. Zmiany metaboliczne wynikajace z inhibi-
cji tych enzymow moga mie¢ znaczenie we wstecznej odpowiedzi mitochondriow
(ang. Mitochondria Retrograde Responses, MRR) modulujacej ekspresje genow
w warunkach stresowych [34]. Czynnikiem zapoczatkowujacym MRR sg zmiany
stanu energetycznego, prowadzace do rekonfiguracji aktywnosci mitochondrialne;.
Mitochondria oddzialuja na inne przedziaty komérkowe, w tym na jadro komor-
kowe, w wyniku czego dochodzi do zmiany profilu ekspresji genéw (ang. Nucle-
ar Gene Expression, NGE). Tak wigc NGE zostaje zapoczatkowane przez sygnat
wynikajacy z zaburzen metabolicznych w mitochondrium. Dowodzi to, Ze czasowe
hamowanie aktywnosci dekarboksylazy glicyny i dehydrogenazy galaktonolakto-
nowej ma istotne znaczenie w utrzymaniu plastycznosci metabolicznej rosliny [72].
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Glutationylacja moze rowniez regulowac aktywnosc¢ 1 funkcje biatek jadrowych,
w tym czynnikow transkrypcyjnych, a takze wplywac na strukture chromatyny oraz
dynamike jej kondensacji [92]. Ten mechanizm nie zostal jeszcze dostatecznie opi-
sany u roslin, chociaz czynniki transkrypcyjne podlegajace tego typu regulacji zo-
staty zidentyfikowane w innych organizmach, na przyktad OxyR u E. coli, Yapl
u drozdzy, czy podjednostki pS0 i p65 czynnika NF-kB [14] oraz biatka jadrowe
AP-11 STAT3 u ssakow [85, 87]. U roslin najlepiej scharakteryzowang grupg biatek
roslinnych, ktorych aktywnos$¢ jest regulowana na drodze glutationylacji sg aneksy-
ny, biatka zalezne od Ca*", ktore prawdopodobnie sa odpowiedzialne za transduk-
cje sygnalow pod wplywem stresow. Jak wykazano S-glutationylacja aneksyny 1
Arabidopsis thaliana zmieniala jej zdolno$¢ wigzania Ca**, co przyczyniato si¢ do
zmniegjszenia, a nawet do zahamowania, aktywnosci tego biatka [42]. Wydaje sig¢, ze
moze by¢ to mechanizm zmiany $ciezki transdukcji sygnatu z zaleznej od wapnia,
na RFT — zalezna [32].

Glutationylacja moze zarowno hamowac jak i zwigksza¢ aktywno$¢ enzymow.
S-glutationylacja enzymow cyklu Calvina lub glikolizy, takich jak enolaza, 6-fos-
foglukonolaktaza, hamuje ich aktywno$¢, natomiast aktywuje inne enzymy np.
kinaze 1 [92] oraz S-transferaz¢ glutationowg. Ponadto, S-glutationylacja moze
utatwia¢ zaréwno S-nitrozylacje jak i fosforylacje wybranych bialek. Sadzi sie, ze
wczesniejsza nitrozylacja reszt cysteiny spowodowana stresem nitracyjnym moze
w niektorych przypadkach wspiera¢ glutationylacje [55], natomiast S-glutationyla-
cja fosfataz tyrozynowych moduluje ich stan fosforylacji w komorkach oraz dodat-
kowo peni funkcje¢ ochronng [64]. S-glutationylacja moze takze ochrania¢ wrazli-
we tiole znajdujace si¢ w kluczowych dla metabolizmu enzymach przed dalszym
utlenieniem do kwasu sulfinowego i sulfonowego. W przypadku fotosyntetyczne-
go metabolizmu wegla, S-glutationylacja jest nowo poznanym mechanizmem re-
gulacyjnym subtelng kontrole cyklu Calvina, umozliwiajaca takie przegrupowanie
rownowaznikow redukcyjnych (NADPH) i energii (ATP) w chloroplastach, aby
utatwi¢ usuniecie nadmiaru RFT w warunkach stresu oksydacyjnego [11].

Glutationylacja biatek jest procesem odwracalnym i w wigkszos$ci przypadkow
jej tempo zalezy od aktywnosci glutaredoksyn (GRX), niewielkich disulfidowych
oksydoreduktaz, wspotdziatajacych z tioredoksynami (TRX) [65]. Pomimo r6znic
w sekwencjach migdzy GRX a TRX sa one przypisane do jednej nadrodziny: tiore-
doksyn (redoksyn) [56]. Proces deglutationylacji polega na redukcji mieszanych di-
siarczkow. W jego wyniku reszta cysteinowa biatka zostaje zredukowana do grupy
sulthydrylowej (—SH), a glutation taczy si¢ z grupa tiolowg glutaredoksyny. W me-
chanizmie monotiolowym katalizowanym przez GRX klasy I dochodzi do redukcji
GRX-SSG przez czasteczke zredukowanego glutationu (GSH), co powoduje po-
wstanie glutationu w formie utlenionej (GSSG) oraz zredukowanej GRX [65, 90].
W mechanizmie ditiolowym dochodzi do zredukowania GRX klasy II przez reszte
cysteinowa, nie znajdujaca si¢ w centrum aktywnym enzymu. Przypuszcza ona atak
nukleofilowy na glutationylowang grupe —SH GRX, co skutkuje uwolnieniem zre-



126 M. GIETLER, MA. NYKIEL, B. ZAGDANSKA

dukowanego glutationu (GSH) i powstaniem utlenionej czasteczki GRX. Utlenio-
na glutaredoksyna ulega redukcji katalizowanej przez reduktaze tioredoksynowa
zalezng od NADPH, lub reduktaza tioredoksynowa zalezng od ferredoksyny [89].

S-NITROZYLACJA I DENITROZYLACJA BIALEK ROSLINNYCH

Tlenek azotu (NO) to mata, wysoce reaktywna czasteczka, ktora z tatwoscia
przenika przez blony komoérkowe i peini funkcje waznego przekaznika w sy-
gnalizacji miedzykomorkowej [28]. Synteza NO wzrasta pod wplywem stresow
biotycznych i abiotycznych takich jak susza, zasolenie, szok termiczny czy ni-
ska temperatura [16]. Coraz wigcej dowodoéw wskazuje na to, ze NO zwicksza
zdolnosci antyoksydacyjne roslin, przeciwdziatajac akumulacji RFT. Mozna wigc
stwierdzi¢, ze NO jest odpowiedzialny za utrzymanie homeostazy stanu oksyda-
cyjno-redukcyjego komorek. Synteza NO i innych jego pochodnych, m.in. S-ni-
trozoglutationu i S-nitrozotioli, nie jest do konca jasna w organizmach roslinnych.
Przypuszczalnie NO powstaje w roznych szlakach oksydacyjno-redukcyjnych, na
przyktad w reakcjach katalizowanych przez reduktaz¢ azotanowa i azotynowa,
oksydoreduktaze ksantynowa, oksydaze alternatywng czy oksydazg poliamidowa.
Nie znaleziono jeszcze enzymu, ktory ponad wszelka watpliwosé bratby udziat
w $ciezce syntezy NOe na drodze utleniania (ryc. 2). Istnieja jednak liczne po-
srednie dowody $wiadczace o aktywnosci enzymatycznej podobnej do aktywno-
$ci zwierzecej syntazy tlenku azotu, ktéra w obecnosci tlenu i NADPH katalizuje
przeksztatcenie L-argininy do NOe i L-cytruliny. Prawdopodobnymi substratami
tego enzymu sg arginina, poliaminy oraz hydroksyaminy [33].

Wigkszos¢ biatek S-nitrozylowanych to biatka cytoszkieletu, metabolizmu
pierwotnego i wtornego, czynniki transkrypcyjne i biatka receptorowe. Pod wpty-
wem NOe+ dochodzi gtownie do S-nitrozylacji reszty cysteiny w biatkach zawie-
rajacych reaktywna grupe sulthydrylowa (—SH) w tancuchu bocznym i w efek-
cie wytworzenia S-nitrozotioli (-SNO). Powstawanie S-nitrozotioli jest mozliwe
dzieki reakcji tlenku azotu z tlenem lub kationami metali o wlasciwosciach utle-
niajacych iutworzeniu reaktywnego wolnorodnikowego tlenku azotu (NOe),
ktory taczac sie z grupa —SH cysteiny przeksztatca sie w grupe nitrozotiolowa
(-SNO) tworzac stabilne nitrozotiole [82]. Nitrozotiole moga powstawac takze
podczas bezposredniego przeniesienia jonu nitrozoniowego z S-nitrozylowanego
biatka na grupe tiolowa biatka docelowego (transnitrozylacja) z udziatem nisko-
czasteczkowych S-nitrozotioli, gtdéwnie S-nitrozoglutationu (GSNO; ryc. 2) [68].

Transnitrozylacja jest procesem regulowanym przez tioredoksyny (TRX), enzy-
my odpowiedzialne za homeostaze tiolowo-disiarczkowa. TRX katalizuja reakcje
redukcji mieszanych disiarczkow biatek, czemu towarzyszy utlenianie grup —SH
TRX w ich miejscach aktywnych z wytworzeniem wewnatrzczasteczkowego most-
ku disiarczkowego [8]. Zwierzgce TRX biorg udzial w modyfikacjach kaspazy 3,
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enzymu z grupy proteaz regulujacych i kontrolujacych apoptoze u zwierzat [35; 84].
Roslinny mechanizm transnitrozylacji nie jest tak dobrze poznany jak zwierzecy, jed-
nakze badania prowadzone na Arabidopsis thaliana wykazaly, ze roslinna TRXAS,
poprzez selektywna denitrozylacje biatek w warunkach stresowych, przywrocila pra-
widlowe funkcjonowanie hormonalnej Sciezki przekazywania sygnatow zaleznej od
kwasu salicylowego i tym samym umozliwita uruchomienie odpowiednich mechani-
zmdw odpornosci [41]. Ponadto wykazano udziat niektérych TRX w transnitrozylacji
u ro$lin, o czym $wiadczy udzial TRX/3 w posredniczeniu przeniesienia grupy -NO
z GSNO na grupe tiolowa biatka NPR1 u Arabidopsis thaliana [36)].

transnitrozylacja S-nitrozylacja
GSSG o
s, -SH } system
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NO INO.
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RYCINA 2. Sciezki S-nitrozylacji i transnitrozylacji bialek roslinnych z wyszczegdlnieniem zro-
det S-nitrozoglutationu i wolnego rodnika tlenku azotu. GSH — glutation w formie zredukowanej;
GSSG - glutation w formie utlenionej; GSNO — S-nitrozoglutation; AsA — kwas askorbinianowy;
GR - reduktaza glutationowa; GSNOR — reduktaza S-nitrozoglutationu; NADH/NAD+ — dinukle-
otyd nikotynoamidoadeninowy; NR — reduktaza azotanowa; NOS — syntaza tlenku azotu; NE — sys-
tem nieenzymatyczny, Hbs — hemoglobiny roslinne

FIGURE 2. Pathways of plant protein S-nitrosylation and transnitrosylation detailing the sources of
the S-nitrosoglutathione and nitric oxide free radical. GSH — reduced glutathione; GSSG — oxidized
glutathione; GSNO — S-nitrosoglutathione; AsA — ascorbic acid; GR — glutathione reductase; GSNOR
— S-nitrosoglutathione reductase; NADH/NAD+ — nicotinamide adenine dinucleotide; NR — nitrate
reductase; NOS — nitric oxide synthase; NE — non-enzymatic system, Hbs — plant haemoglobins
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Proces denitrozylacji biatek odgrywa wazng role sygnalizacyjng w wielu proce-
sach komodrkowych, jednakze jest on znacznie stabiej poznany. Wydaje sig, ze istnieja
dwa gltéwne mechanizmy zaangazowane w denitrozylacje. Pierwszy z nich polega na
reakcji glutationu z NOe i utworzeniu GSNO, ktory nastgpnie jest redukowany przez
reduktaze S-nitrozoglutationu (ang. S-Nitrosoglutathione Reductase, GSNOR) [47].
GSNOR wykazuje aktywnos¢ oksydoreduktazy zaleznej od NADH i preferuje takie
substraty jak GSNO i 5-hydroksymetyloglutation, metabolit posredni w przemianach
formaldehydu [86]. W badaniach prowadzonych na Arabidopsis thaliana zidentyfiko-
wano gen AtGSNORU1, analogiczny pod wzglgdem sekwencji do bakteryjnego i droz-
dzowego GSNOR, odpowiedzialny za synteze tego enzymu. GSNOR nie redukuje
nitrozylowanych biatek w sposob bezposredni, jednakze przez ograniczenie zawar-
tosci GSNO ogranicza proces transnitrozylacji [24]. Inaktywacja genu kodujacego
GSNOR doprowadzita do zwickszenia zarowno poziomu GSNO jak i S-nitrozolowa-
nych biatek, co wskazuje, ze enzym ten pehni funkcje denitrozylazy, a przez to odgry-
wa wazna role w odpowiedzi roslin na stresy biotyczne i abiotyczne [75]. Uwaza sig,
ze aktywno$¢ GSNOR zalezy od potencjatu redoks komorki, oraz dostepnos$ci energii
[26, 53]. Ponadto, przypuszcza sig, ze istnieje szereg enzymow, ktore podobnie jak
reduktaza S-nitrozoglutationu biorg udziat w redukcji GSNO. Jak pokazaly badania
przeprowadzone na komorkach zwierzecych, glownym enzymem o aktywnosci po-
dobnej do GSNOR jest dehydrogenaza alkoholowa klasy III (ADH3). Enzym ten po-
siada zdoInos¢ redukcji GSNO do GSSG i NH, przy udziale NADH, co mozna uzna¢
za mechanizm denitrozylacji [45, 76]. Wykazano duza homologi¢ pomi¢dzy ludzkim
ADH3, ajego roslinnym odpowiednikiem wyizolowanym z pomidora (Solanum [y-
copersicum), jednakze roznig si¢ one budowa centrum aktywnego. Istotna roznica do-
tyczy kieszeni wigzacej aniony w centrum aktywnym enzymu, co zmnigjszenia jego
powinowactwo do karboksylowych kwasow thuszczowych [43].

Wykazano rowniez, ze wigkszos$¢ nitrozylowanych biatek (75 do 80%), oka-
zywalo si¢ podatnych na redukcje przez GSH. Badania przeprowadzone na biatku
GapCl, bedacym cytoplazmatyczng izoformg dehydrogenazy aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego u Arabidospis thaliana sugeruja, ze nitrozylacja moze by¢ kontro-
lowana przez stosunek [GSH]/[GSNO] [91].

Drugi mechanizm, réwniez przebadany tylko na komodrkach ssaczych, zwia-
zany jest z aktywnoscia tioredoksyn (TRX), zlokalizowanych gtownie w cytopla-
zmie i mitochondrium [91]. TRX posiadaja konserwatywny motyw aminokwaso-
wy CXXC. Tioredoksyna 1 (TRX1) jest oksydoreduktaza, wystepujaca zarowno
u prokariota jak ieukariota. Wraz z reduktaza tioredoksyny (TrxR) i NADPH
tworzy ona, kluczowy dla utrzymania rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej, tio-
redoksynowy system redukujacy [7].

Przypuszcza sig, ze potencjalng aktywno$¢ denitrozylacyjng moga mie¢ rowniez
oksydaza ksantynowa, reduktaza karbonylowa, peroksydaza glutationowa i dysmu-
taza ponadtlenkowa, jednakze nie zostato to jeszcze w pelni potwierdzone w bada-
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niach [91]. Nitrozylacja moze mie¢ ré6zny wpltyw zaréwno na konformacje jak i ak-
tywno$¢ modyfikowanego biatka. Ze wzgledu na odwracalny charakter oraz wysoka
specyficznos¢ substratowa sugeruje sig, ze podobnie jak fosforylacja moze bra¢ udziat
w transdukcji sygnatu i wielopoziomowej odpowiedzi rosliny na warunki stresowe
[38]. Niektorzy autorzy proponujg uznanie nitrozylacji za element transdukcji sygnatu
o krotkim zasiggu, ograniczonym jedynie do miejsc syntezy tlenku azotu. Przemawia
za tym fakt, ze tworzenie reaktywnych form azotu wymaga wysokiego st¢zenia NO
[54]. Zwigkszenie aktywnosci TRX, GSNOR i GSH prowadzi do ograniczenia miejsc
nitrozylacji biatek docelowych, co pozwala na skuteczna kontrole tej modyfikacji,
a przez to zwigksza kontrole komorki roslinnej nad S-nitrozylacja [7].

Wiele biatek moze ulega¢ zarowno S-nirozylacji jak 1 S-glutationylacji (tab.
1); np. nitrozylacja biatka GapC1l (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego Cl) u Arabidopsis thaliana jest modyfikacja alternatywng w stosunku do
glutationylacji. Modyfikacji ulega ta sama reszta cysteinowa (Cys149), nalezaca
do czesci katalitycznej enzymu. Traktowanie wyekstrahowanego GapCl GSNO
udowodnito, ze aktywnos¢ tego biatka, ktore w 90% ulegto nitrozylacji, zostata
catkowicie zahamowana [91].

Ponadto wykazano, ze u Arabidopsis thaliana nitrozylacja czynnika NPR1
(aktywujacego TGA1 — czynnik wigzacy motyw TGACG), majacego zwigzek
z regulacja zawartosci kwasu salicylowego, moze by¢ aktywowana przez S-ni-
trozylacj¢ na drodze transnitrozylacji przy udziale GSNO [51]. Inni autorzy su-
geruja, ze taka modyfikacja skutkuje zmiang konformacji biatka i w efekcie jego
unieczynnieniem w cytoplazmie poprzez tworzenie oligomerdéw [78]. Udowod-
niono réwniez, ze nitrozylacja karboksylazy RuBisCO w warunkach stresowych
powoduje zahamowanie jej aktywnosci i stanowi jeden z wazniejszych regulato-
row metabolizmu cukrow w roslinie [1].

Nitrozylacja moze mie¢ jednak rowniez negatywne konsekwencje. Indukowa-
na stresem S-nitrozylacja anhydrazy weglanowej Arabidopisis thaliana zmniejsza
aktywnosci tego enzymu. W warunkach fizjologicznych anhydraza weglanowa
jest aktywowana czynnikiem transdukcji sygnatu zaleznego od kwasu salicylowe-
go (SABP3). W wyniku S-nitrozylacji SABP3 traci zdolnos$¢ do aktywacji anhy-
drazy weglanowej [81]. Powyzszy mechanizm moze by¢ traktowany jako ujemne
sprzezenie zwrotne modulujace system odpornosciowy rosliny, lub jako mecha-
nizm znoszacy reakcje nadwrazliwosci rosliny indukowang przez patogeny [30].

Doswiadczenie przeprowadzone na kulturze zawiesinowej Arabidopsis thalina-
na traktowanej GSNO i1 NO umozliwilo identyfikacj¢ odpowiednio 63 i 25 nitrozy-
lowanych biatek, nalezacych glownie do grup bialek odpowiedzialnych za: reakcje
na stres, m.in. transferaze glutationowa, biatka szoku cieplnego, biatka opiekuncze,
inhibitory proteinaz cysteinowych, poziom potencjatu redoksowego, m.in. perok-
sydaze glutationowa, peroksyredoksyny, przekazywanie sygnatow, m.in. czyn-
nik elongacyjny EF-2, czynnik inicjujacy elF-4A1 oraz funkcjonowanie cytosz-
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kieletu, m.in. aktyny, aneksyny, tubuliny [50]. Konsekwencja dziatania niskiej
dodatniej temperatury na mlode rosliny Brassica juncea bylta nitrozylacja okoto
20 biatek, m. in. matej podjednostki RuBisCO, transketolazy, peroksyredoksyny,

syntetazy metioniny, peroksydazy askorbinianowej i wielu innych [1].

Nitrozylacja u roslin jest ciagle zjawiskiem stabo poznanym, wymagajacym
dalszych badan w celu ustalenia jej rzeczywistego znaczenia i poznania wszyst-
kich mozliwych konsekwencji.

TABELA 1.
fotosyntetyzujacych

Biatka ulegajace zardwno S-nitrozylacji jak i S-glutationylacji w organizmach

TABLE 1. Proteins undergoing S-nitrosylation as well as S-glutathionylation in photosynthetic organisms

Bialko Organizm Typ modyfikacji | Literatura
metabolizm cukroéw
dehydrogt.snaza aldehydu . . . S-nitrozylacja [91]
3-fosfoglicerynowego C Arabidopsis thaliana S-olutationvlacia [5]
(EC 1.2.1.12) £ v
dehydrogfenaza aldehydu ' ) S-nitrozylacja [61]
3-fosfoglicerynowego A Chlamydomonas reinhardtii S-elutationvlacia 187]
(EC 1.2.1.12) & yiaq
dekarboksylaza glicyny . . . S-nitrozylacja [63]
(EC1.44.2) Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [63]
kinaza fosfoglicerynianowa Solanum tuberosum S-nitrozylacja [40]
(EC2.7.2.3) Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [87]
izomeraza triozofosforanowa Citrus aurantium L. S-nitrozylacja [79]
(EC5.3.1.1) Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [37]
fruktozo-1,6-bisfosfataza . .. S-nitrozylacja [61]
(EC 3.1.3.11) Chlamydomonas reinhardtii | g oy . ionylacia [87]
transketolaza Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja [23]
(EC2.2.1.1) Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [87]
sedoheptulozo-1,7-bisfosfataza Citrus aurantium L. S-nitrozylacja [79]
(EC3.1.3.37) Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [87]
izomeraza rybozo-5-fosforanu Oryza sativa S-nitrozylacja [48]
(EC 5.3.1.6) Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [58]
dehydrogenaza alkoholowa . . . S-glutationylacja [21]
(EC 1.1.1.1) Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja 23]
dehydrogenaza UDP-glukozy . . . S-glutationylacja [21]
(EC 1.1.1.22) Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja [23]




S-GLUTATIONYLACJAIS-NITROZYLACJA BIALEK

131

Bialko

Organizm

Typ modyfikacji

Literatura

fotosynteza i fotooddychanie

karboksylaza/oksygenaza

Brassica juncea

S-nitrozylacja

rybulozo-1,5-bisfosforanu Chlamydomonas reinhardtii S-nitrozylacja [61]
(EC4.1.1.39) Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [87]
Chlamydomonas reinhardtii S-nitrozylacja [61]
aldolaza . .
. Solanum tuberosum S-nitrozylacja [40]
fruktozo-1,6-bisfosforanu . .. . .
(EC 4.12.13) Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [87]
N Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [37]
kinaza fosforybulozy . .. S-nitrozylacja [61]
(EC 2.7.1.19) Chlamydomonas reinhardiii | g oy o ionviacia [87]
dehydrogenaza . .
jabtczanowa zalezna od NADP | Chlamydomonas reinhardtii S_S-]nul tt;g?rlllagja {g%
(EC 1.1.1.37) & yiaq
aktywaza
karboksylazy/oksygenazy Oryza sativa S-nitrozylacja [48]
rybulozo-1,5-bisfosforanu Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [87]
(EC4.1.1.36)
czynniki transkrypcyjne
TGA1 (czynnik wigzacy mo- . . . S-nitrozylacja [51]
tyw TGACG) Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [51]
metabolizm aminokwasow
syntetaza 1 . .
S-adenozylometioniny Arabidopsis thaliana S_S-lnul tt;?if)ilal?ja {j?&
(EC 2.5.1.6) £ yad
dehydrogenaza glicyny S-glutationylacja [21]
(EC 1.4.1.10) Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja [66]
dehydrataza . .
3-izopropylojabtczanu Arabidopsis thaliana S_S‘({lnuit;g;)nl}; lca.zja E;}
(EC 4.2.133) vad
enzymy antyoksydacyjne
peroksyredoksyna 11 Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja [70]
(EC 1.11.1.15) Populus tremula L S-glutationylacja [62]
redukta?a. Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [21]
dehydroaskorbinianowa Antiaris toxicaria S-nitrozylacja [4]
(EC 1.8.5.1) yad

peroksydaza askorbinianowa
(EC 1.11.1.11)

Pisum sativum

S-glutationylacja
S-nitrozylacja
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Bialko Organizm Typ modyfikacji | Literatura
ATP i ATP-azy
H'-ATP-aza Citrus aurantium L. S-nitrozylacja [80]
(EC3.6.1.3) Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [21]
syntaza ATP Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [58]
(EC 3.6.3.14) Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja [50]
biatka cytoszkieletu
. . . S-nitrozylacja [69]
aktyna Arabidopsis thaliana S-glutationylacia [21]
. . . . S-nitrozylacja [50]
tubulina o Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [21]
. . . . S-nitrozylacja [50]
tubulina 3 Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [21]
inna lub nieznana funkcja
Or];:Es1 i:;il?ocle Arabidopsis thaliana S-glutationylacja [44]
przyspieszajg P S-nitrozylacja [70]
wydzielanie tlenu

pirofosfataza nieorganiczna Chlamydomonas reinhardtii | S-glutationylacja [58]
(EC3.6.1.1) Arabidopsis thaliana S-nitrozylacja [23]

S-GLUTATIONYLACJA VERSUS S-NITROZYLACJA

BIALEK ROSLINNYCH

S-nitrozoglutation (GSNO) jest zwigzkiem taczacym proces S-glutationylacji
i S-nitrozylacji. GSNO jest uwazany za jeden z gtdwnych czynnikdéw nitrozyla-
cyjnych, lecz nalezy jednak zauwazy¢, ze nie zawsze obecnos¢ GSNO sprzyja
wlasnie nitrozylacji biatek. Porownujac obydwie modyfikacje potranslacyjne
wykazano, ze pod wptywem GSNO dehydrogenaza alkoholowa, BSA, czy ak-
tyna ulegaly tylko nitrozylacji, natomiast papaina obydwu modyfikacjom, przy
czym w wigkszym stopniu S-glutationylacji [31]. W przypadku chloroplastowe;j
glutaredoksyny (GRXS12) wykazano, ze pod wplywem GSNO ulega ona jedy-
nie glutationylacji [88]. Natomiast Lindermayr i wsp. [51] wykazali, ze czynnik
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transkrypcyjny TGA1 (wiazacy motyw TGACG) po traktowaniu ré6znymi steze-
niami GSNO ulegat zar6wno nitrozylacji jak i glutationylacji na Cys260, Cys266,
Cys287, natomiast Cys172 tatwiej ulegata glutationylacji. Autorom nie udato si¢
jednak stwierdzi¢, ktora z powyzszych modyfikacji zwigksza zdolnos$¢ biatka
TGA1 do wigzania si¢ z DNA.

Badania dowodza, ze o ile w niektorych przypadkach stosunek GSH/GSSG
1 GSH/GSNO wplywa na preferencje jednej z opisywanych modyfikacji potrans-
lacyjnych, to nie jest to jedyny czynnik determinacji pomiedzy S-glutationylacja
i S-nitrozylacja biatka. Oznacza to, Ze podatno$¢ biatka na nitrozylacje¢ lub gluta-
tionylacje moze zaleze¢ od jego budowy [55].

Kierunek modyfikacji potranslacyjnej moze wplywacé bezposrednio na ak-
tywnos$¢ biatka, co wykazano w licznych badaniach prowadzonych na materiale
zwierzecym. Determinacja kierunku modyfikacji grup —SH mig¢dzy S-glutationy-
lacja, a S-nitrozylacja bezposrednio wptywa na aktywno$¢ ludzkiej srédbtonko-
wej syntazy NO (heNOS) [12], wapniowego kanalu receptora rianodyny RyR1
[22], lub Na*/K*-ATPazy znajdujacej si¢ w kardiomiocytach [25].

Woecigz jednak istnieje niewiele doniesien o modyfikacji aktywnosci bialek na
drodze wyboru migdzy glutationylacja, a nitrozylacja u roslin w warunkach stre-
su. W badaniach wykazano, ze obu modyfikacjom potranslacyjnym moze ulegaé
jeden z najwazniejszych enzymow roslinnych — karboksylaza/oksygenaza rybulo-
zo-1,5-bisfosforanu (RuBisCO). Dowiedziono, ze biatko RuBisCO moze by¢ za-
rowno glutationylowane [57], jak i nitrozylowane, przy czym nitrozylacja hamuje
aktywno$¢ tego enzymu [1].

Innym biatkiem roslinnym, ktore moze ulega¢ zarowno S-glutationylacji jak
1 S-nitrozylacji jest peroksydaza askorbinianowa (APX). Badania wykazaly, ze
S-glutationylacja zmniejsza aktywnos$¢ APX [6, 18] i moze stanowi¢ istotny me-
chanizm ochrony tego enzymu przed utlenieniem w warunkach stresowych. Wy-
kazano, ze APX u grochu ulega S-nitrozylacji pod wptywem zasolenia i w przeci-
wienstwie do S-glutationylacji moze nie tylko chroni¢ enzym przed utlenianiem,
ale rowniez zwigkszy¢ jego aktywno$¢ [6]. Badania wykonane na Arabidopsis
thaliana wykazaty, ze mitochondrialna dekarboksylaza glicyny (GDC) ulega za-
rowno S-nitrozylacji jak i S-glutationylacji, przy czym S-nitrozylacja nie wplywa
na aktywno$¢ enzymu. Sugeruje si¢, ze S-nitrozylacja GDC poprzedza bardziej
stabilng modyfikacj¢ docelowa: S-glutationylacje, ktora istotnie zmniejsza aktyw-
nos$¢ dekarboksylazy glicyny [63]. Innym przykladem biatka roslinnego, ktore
ulega zard6wno S-nitrozylacji jak i S-glutationylacji jest dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego (GAPDH). W przeciwienstwie do GDC, S-glutationylacja
i S-nitrozylacja GAPDH s3a modyfikacjami alternatywnymi, zachodzacymi na
drodze roznych $ciezek biochemicznych i nie wykazuja zdolnosci przejscia jed-
nej modyfikacji w druga. Ponadto, zarowno S-glutationylacja jak i S-nitrozylacja
zmniejszajg aktywnos$¢ roslinnych izoform GAPDH [91].
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S-glutationylacja i S-nitrozylacja moga odgrywaé rdwniez znaczacg role w re-
gulacji cyklu Calvina-Bensona. Wedtug danych literaturowych obydwu typom
modyfikacji ulegaja takie enzymy jak wspomniane wczesniej RuBisCO, GAPDH,
ale 1 izomeraza triozofosforanowa, kinaza fosfoglicerynianowa, aldolaza frukto-
z0-1,6-bisfosforanu, transketolaza, sedoheptulozo-1,7-bisfosfataza, izomeraza ry-
bozo-5-fosforanu, kinaza fosforybulozy, dehydrogenaza jablczanowa zalezna od
NADP i aktywaza RuBisCO, jednakze ich sposob regulacji aktywnos$ci enzymu
nie zawsze jest znany [57].

PODSUMOWANIE

Rosliny w trakcie ewolucji wyksztalcity precyzyjne mechanizmy zabezpie-
czajace przed ujemnymi skutkami dziatania niekorzystnych, biotycznych i abio-
tycznych czynnikoéw $Srodowiska. Zdolnos¢ aklimatyzacji roslin w duzej mierze
zalezy od mozliwosci utrzymania wewnatrzkomoérkowej homeostazy stanu oksy-
dacyjno-redukcyjnego. Stres pierwotny prowadzi do zwigkszenia produkcji RFT
i RFA, ktorych zawarto$¢ przekracza mozliwosci systemu antyoksydacyjnego
komorki, co z kolei prowadzi do powstania stresu oksydacyjnego lub nitrozacyj-
nego. Z drugiej strony, wiazanie i eliminacja RFT i RFA uruchamia szereg reak-
cji obronnych przeciwko stresom biotycznym i abiotycznym, w ktérych zarowno
reaktywne formy tlenu jak i azotu moga petni¢ wazng funkcje sygnalizacyjna.
Wykorzystanie RFT 1 RFA w podstawowych procesach fizjologicznych takich
jak wzrost, rozwoj, sygnalizacja hormonalna i mechanizmy obronne sugeruje, ze
rosliny sa zdolne do kontrolowania toksycznosci tych czastek w komorce. Trans-
dukcja sygnatu informujaca o stanie zredukowania komorki jest kluczowym ele-
mentem inicjujagcym odpowiedz aklimatyzacyjng rosliny i w efekcie umozliwia
przywrdcenie zaburzonej homeostazy.

Zaréwno S-glutationylacja, modyfikacja reszt cysteinowych biatka prowadza-
ca do powstawania mieszanych disiarczkéw (biatko-S-S-glutation), jak i S-nitro-
zylacja, modyfikacja biatkowych grup tiolowych zachodzaca pod wpltywem re-
aktywnych form azotu, sg odwracalnymi, kowalencyjnymi modyfikacjami biatek
o znaczeniu regulacyjnym i antyoksydacyjnym. Ich gtéwng funkcja jest ochrona
reszt cysteinowych przed nieodwracalnymi zmianami oksydacyjnymi, jednakze
majg one roOwniez wyrazny wplyw na modulacj¢ aktywnosci biatka [90].

Skutecznos$¢ funkcji regulacyjnej i antyoksydacyjnej S-glutationylacji i S-ni-
trozylacji zalezy od mozliwosci szybkiego przywracania grup tiolowych biatek do
postaci zredukowanej (deglutationylacja, denitrozylacja). W wigkszosci przypad-
koéw szybkos¢ S-deglutationylacji zalezy od aktywnos$ci glutaredoksyny (GRX)
i tioredoksyny (TRX), ktore sa uwazane za systemy antyoksydacyjne regulujace
homeostaze tiolowo-disiarczkowa w komorkach. Mechanizmy denitrozylacji sa
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znaczcie stabiej poznane, jednakze i tutaj kluczowg role odrywaja TRX, ale takze
system oparty na mechanizmach transnitrozylacji i aktywnosci GSNOR.
Liczebno$¢ biatek ulegajacych potranslacyjnym modyfikacjom typu redoks zale-
zy w duzej mierze od rodzaju, natezenia i dugosci trwania stresu. Co wigcej, niektore
biatka moga ulegac¢ obu typom modyfikacji (S-glutationylacja i S-nitrozylacja) lub
by¢ preferencyjnie modyfikowane tylko przez jeden typ modyfikacji oksydacyjno-re-
dukcyjnej. Specyficznos¢ tych reakcji pozostaje przedmiotem intensywnych badan.
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