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Streszczenie: Reaktywne formy azotu (RNS) w tym tlenek azotu (NO) i nadtlenoazotyn (ONOO-
) odpowiadaja za powstawanie potranslacyjnych modyfikacji biatek (nitracji i S-nitrozylacji) oraz
modyfikacji lipidow (nitracji nienasyconych kwasow ttuszczowych). Nitracja biatek prowadzaca do
tworzenia 3-nitrotyrozyny wywoluje najczeéciej nieodwracalne zmiany struktury i funkcji polipep-
tydow. Rozwoj metod badan proteomu w ostatnich 15 latach przyczynit si¢ do skorelowania zmian
zawarto$ci nitrowanych biatek w organizmach zwierzecych z wieloma stanami patologicznymi lub
chorobowymi. W komorkach roslinnych zawartos$¢ nitrowanych biatek zmienia si¢ w zaleznosci od
stanu fizjologicznego i etapu rozwoju ontogenetycznego. Specyficzne zmiany nitroproteomu ro$lin-
nego sa charakterystyczne rowniez dla roznych streséw biotycznych i abiotycznych.

Analiza modyfikacji nitrolipidomu nie byta jak dotad przedmiotem badan prowadzonych na komoérk-
ach roslinnych, chociaz obecno$¢ nitrowanych kwasow thuszczowych, wykazano w owocach oliwek
i oliwie z oliwek. W komorkach zwierzgcych nitrowane kwasy tluszczowe, w odroznieniu od utle-
nionych lipidéw inicjujacych reakcje zapalne, odgrywaja rolg czynnikow przeciwzapalnych i ce-
chuja si¢ wlasciwo$ciami cytoprotekcyjnymi. Wydaje sig, ze zarowno w komorkach zwierzgcych
jak i roslinnych nitrowane kwasy tluszczowe moglyby odgrywaé funkcje endogennego zrodta NO.
Niniejsza praca przedstawia przeglad doniesien z ostatnich lat, ktorych przedmiotem byto badanie
mechanizmu powstawania nitrowanych biatek ikwasow tluszczowych oraz okreslenie zmian
jakosciowych i ilo§ciowych nitroproteomu w komoérkach zwierzat i roslin oraz modyfikacji nitrolip-
idomu w organizmach zwierzgcych.

Stowa kluczowe: nitrotyrozyna, nitrowane biatka, nitrowane kwasy tluszczowe, reaktywne formy az-
otu, tlenek azotu
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Summary: Proteins of both plant and animal organisms may undergo post-translational modifica-
tions mediated by reactive nitrogen species such as nitric oxide (NO) and peroxynitrate (ONOO").
Nitration of tyrosine residue is one of the most common modification linked to nitro-oxidative dam-
age in cells. During last 15 years due to progress in techniques of proteome analysis there were iden-
tified a number of plant proteins that undergo nitration under different environmental stimuli and
a number of nitrated proteins in animal tissues that may be considered as markers of some diseases
or patophysiological stages. Based on very limited literature we provide evidence for formation of
nitrated lipids (mainly nitro-fatty acids) in plants, which may function as an intracellular source of
NO. We present also data that in animal tissues nitro-fatty acids act as modulators of redox process-
es, partially counteracting pro-inflammatory effects of oxidant exposure.

This paper presents an overview of recently published reports, focused on investigation of the mech-
anism of formation of nitrated proteins and nitrated fatty acids and determination of qualitative and
quantitative alterations in the nitroproteome in animal and plant cells and modification of nitrolip-
idome in animals.

Key words: Nitrotyrosine, nitrated proteins, nitrated fatty acids, reactive nitrogen species, nitric oxide

WSTEP

Do reaktywnych formy azotu (ang. Reactive Nitrogen Species, RNS) nalezy tle-
nek azotu (NO), wystepujacy w formie rodnika (‘NO), kationu nitrozoniowego (NO™),
anionu nitroksylowego (NO-) oraz nadtlenoazotyn (ONOQO"). NO posiada zdolnos¢
reakcji zarowno z akceptorami jak i donorami elektronéw, co sprawia, ze odgrywa
niezwykle istotng role¢ w metabolizmie komorkowym. Z jednej strony moze petié
rolg¢ ochronng (cytoprotekcyjng), dzialajac jak zmiatacz wolnych rodnikéw tleno-
wych, z drugiej powoduje uszkodzenia biatek, lipidéw oraz kwaséw nukleinowych
[30]. Niezaleznie od tych dwodch przeciwstawnych funkcji, powszechnie uznawany
jest za czasteczke sygnatows, bioraca udzial w przekazywaniu informacji.

W komorkach zwierzat, NO wytwarzany jest gtbwnie poprzez utlenianie argi-
niny (Arg) w reakcji katalizowanej przez syntazg tlenku azotu (NOS). W wyniku
tej reakcji powstaje cytrulina i NO. Aktywnos¢ NOS jest zalezna od obecnosci
dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD) i dinukleotydu nikotynoamidoadeni-
nowego (NADPH), tetrahydrobiopteryny (BH4), mononukleotydu flawinowego
(FMN), oraz kalmoduliny i tlenu czasteczkowego. W komorkach ssakow wyste-
puja trzy izoformy NOS, ktérych nazwy odzwierciedlaja miejsce dziatania lub
ekspresji genow kodujacych biatko: (I) enzym wystepujacy w tkankach osrodko-
wego 1 obwodowego uktadu nerwowego to NOS neuronalna (nNOS), (II) enzym
dziatajgcy w naczyniach krwiono$nych — NOS endotelialna (eNOS), natomiast
(IIT) enzym uktadu odpornosciowego i sercowo-naczyniowego to NOS induko-
walna (iNOS) [28]. Poza aktywnos$cig NOS, u ssakéw NO powstaje w wyniku
redukcji jonow azotynowych (NO,) w mitochondriach, prawdopodobnie przy
udziale oksydoreduktazy ksantyny (XOR) [41].
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Inaczej sytuacja przedstawia si¢ w komarkach roslinnych, w ktorych pomimo ob-
serwowania aktywnosci podobnej do ssaczej NOS [16], poza zielenicg (Ostreococcus
tauri) [27], nie udato si¢ jak na razie wyizolowac biatka odpowiadajacego za prze-
ksztatcanie Arg do NO. Na podstawie dotychczasowych doniesien wydaje sie, ze
w biosynteze NO u roslin zaangazowane sa rézne grupy enzymow, zlokalizowa-
ne w poszczegdlnych przedziatach komorkowych. W peroksysomach obserwuje
sie produkcje NO zalezng od Arg, katalizowana przez niezidentyfikowane biatko
o aktywnosci NOS-podobnej [21]. W cytoplazmie, synteza NO jest powigzana
m.in. z aktywno$cig reduktazy azotanowej (NR). Podstawowa funkcja tego enzy-
mu jest asymilacja azotanow (NO;), ale w specyficznych warunkach (obnizonego
stezenia tlenu, anoksji), moze on odpowiadac za reakcje, w ktorej w obecnosci
NADPH i NO, dochodzi do powstawania NO [67, 18]. W komorkach korzeni
NO moze by¢ syntetyzowany dzigki aktywnos$ci reduktazy azotyny-NO (Ni-
NOR), ktora zwigzana jest z plazmolema [79]. Potwierdzono réwniez zdolnosé
chloroplastow 1 mitochondriow do wytwarzania NO. W mitochondrium redukcja
NO," do NO nastepuje podczas transportu elektronéw w tancuchu oddechowym
w kompleksie 1111 IV [39].

Szczegdlny wzrost zainteresowania mechanizmem dziatania irola NO w ko-
morkach organizmow zywych nastgpit w momencie, gdy u czlowieka zidentyfiko-
wano te czasteczke jako czynnik indukujacy rozszerzanie naczyn krwiono$nych
[45, 31]. Dalsze badania doprowadzity do stwierdzenia, ze u ssakow NO jako wie-
lofunkcyjny efektor bierze udziat w licznych procesach fizjologicznych, w tym:
regulacji spoczynku mig$ni gtadkich, hamowaniu agregacji ptytek krwi, czy reak-
cjach immunologicznych [22, 77 i cytowane tam prace].

Od 1998 roku, gdy przyznano Nagrode Nobla za odkrycie NO jako substancji
powodujacej rozkurcz migsni gladkich, ukazato si¢ okoto 10 tysigcy prac dotycza-
cych funkcji NO u zwierzat oraz czlowieka i okoto 5 tysiecy doniesien na temat
znaczenia NO w $wiecie roslin (wg PubMed na dzien 20.02.2015). W komorkach
roslin, wykazano udziat NO w regulacji wielu procesow biologicznych, w tym
w kietkowaniu nasion [49], wzro$cie korzeni [90], ruchach aparatow szparkowych
[33], sygnalizacji hormonalnej [30]. Z jednej strony, NO uczestniczy w reakcjach
aklimatyzacji podczas stresOw abiotycznych iodpornosci na stresy biotyczne,
z drugiej nagromadzenie RNS moze wywotywac stres nitrozacyjny [50, 56]. Mimo
wzrostu w ciggu ostatnich lat ilosci danych dotyczacych funkcji jakie pelni NO
u ro$lin, mechanizmy molekularne lezace u podstaw jego oddziatywania nadal sa
stabo poznane [38]. Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze RNS z uwagi na wy-
soka reaktywnos$¢ moga bezposrednio modyfikowac czasteczki petnigce istotng role
w funkcjonowaniu komorki. Niniejsza praca stanowi przeglad dostepnej literatury
dotyczacej nitracji biatek i lipidow, ktora uznawana jest za jedng z wazniejszych
modyfikacji warunkowanych obecno$cia RNS. W jezyku polskim ukazato si¢ wie-
le prac podejmujacych tematyke nitracji w komorkach zwierzecych, w tym przede
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wszystkim u cztowieka [48, 61, 77, 81]. Z kolei tematyka ta w odniesieniu do proce-
sow zachodzacych w komorkach roslinnych byta poruszana w nielicznych pracach
[62, 80]. W niniejszym opracowaniu wigkszy nacisk potozono na opis nitracji biatek
w materiale ro$linnym niz zwierzgcym, natomiast nitracja lipidow z powodu niezwy-
kle ograniczonych danych uzyskanych ze $wiata roslin przedstawiona jest gtoéwnie
w odniesieniu do komorek zwierzgcych.

MECHANIZM POWSTAWANIA NITROWANYCH BIALEK

RNS biorg udziat w tzw. potranslacyjnej modyfikacji (PTM) biatek, zaréwno
w komorkach roslin, jak i zwierzat [2, 85]. Wyrdznia si¢ trzy gtowne PTM induko-
wane przez RNS. Pierwsza powigzana jest z modyfikacjg grupy tiolowej cysteiny
w reakcji S-nitrozylacji [53]. Drugg jest interakcja NO z metaloproteinami, zwig-
zana z oddziatywaniem NO z kompleksami metali przejsciowych [26]. Natomiast
trzecia dotyczy nitracji, gtownie reszt tyrozynowych tancuchow polipeptydowych.

Tyrozyna (Tyr, 4-hydroksyfenyloalanina) jest aminokwasem podstawowym,
nalezacym do grupy aminokwasow aromatycznych. Biatka zawieraja w swojej
strukturze okoto 3 % Tyr. Ma ona charakter lekko hydrofilowy, co jest spowodowa-
ne dotaczeniem grupy hydroksylowej do hydrofobowego benzenowego pierscienia
aromatycznego. W konsekwencji, Tyr czgsto jest eksponowana na powierzchni bia-
ek (tylko 15 % reszt Tyr lezy wewnatrz biatka), a tym samym tatwo moze ulegaé
PTM. W wyniku nitracji do pier§cienia aromatycznego Tyr dofaczana jest grupa ni-
trowa (-NO,) (w pozycji orto do grupy hydroksylowej fenolu), czego konsekwencja
jest powstawanie 3-nitrotyrozyny (3-NT) [7, 36]. Gtéwnym czynnikiem nitrujagcym
jest ONOO- powstajacy w wyniku reakcji NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym
(O,), nalezacym do reaktywnych form tlenu (ROS). Modyfikacja Tyr przez ONOO-
nie nastgpuje bezposrednio. W pierwszej kolejnosci z Tyr powstaje nietrwaty rod-
nik tyrozylowy, ktory nastepnie ulega przeksztalceniu do 3-NT. Moze dochodzié
réwniez do dimeryzacji rodnikéw i powstawania 3,3-dityrozyny, a tym samym wig-
zan krzyzowych w biatkach. W komoérkach zwierzecych wykazano, ze w nitracji
biatek posredniczy¢ mogg rowniez takie zwigzki jak dwutlenek azotu (NO,), kwas
azotawy (HNO,), chlorek nitrylu (NO,CI) [74]. Istotng cechg nitracji Tyr jest jej
stabilnos¢ (w szerokim zakresie pH i temperatury) i fakt, ze reszty Tyr ulegajace
nitracji sg zlokalizowane w okreslonych domenach funkcyjnych biatek [7]. Pomi-
mo, ze 85% reszt Tyr jest eksponowanych na powierzchni biatka, jedynie 1 do 5
na 10 000 reszt ulega modyfikacji [85]. Wptyw na nitracj¢ konkretnej Tyr maja
sgsiadujace z nig aminokwasy, takie jak kwas glutaminianowy lub asparaginowy
oraz obecnos¢ proliny i glicyny [63]. Zaobserwowano réwniez, ze struktura drugo-
i trzeciorzedowa bialek moze decydowac o czestosci wystgpowania nitracji. Prefe-
rencyjnie podlegaja jej reszty Tyr znajdujace si¢ w wypetlonych fragmentach biatka
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[80]. Wskazuje si¢ ponadto, na powigzanie wystgpowania nitracji Tyr z promujacy-
mi wlasciwosciami jonu metalu znajdujacego si¢ w centrum aktywnym biatka [40].
Nitracja reszt Tyr wptywa na funkcje biatka, poniewaz wlaczenie grup funkcyjnych
do pier$cienia aromatycznego powoduje obnizenie pK, grupy fenolowej. Prowadzi
to do zmian elektronowych i strukturalnych biatka, tym samym modyfikujac jego
zdolnos¢ do przenoszenia elektronéw i utrzymania konformacji przestrzennej. Wy-
kazano, ze nitracja Tyr moze prowadzi¢ zarowno do uzyskania jak i utraty funkcji
biatka [37, 63].

BIALKA NITROWANE A STANY PATOLOGICZNE
W KOMORKACH ZWIERZECYCH

Nitracja reszt Tyr zostata do$¢ dobrze poznana w komorkach zwierzgcych,
gtownie cztowieka, a zaawansowane techniki analizy proteomu pozwolity na
identyfikacje wielu biatek ulegajacych tej modyfikacji. Podejrzewa sie, ze nitra-
cja wigkszosci biatek, a tym samym ich uszkodzenie badZz zmiana funkcji moze
by¢ czynnikiem cytotoksycznos$ci i/lub nowotworzenia. Wysoka zawarto$¢ 3-NT
jest charakterystyczna dla ostrych i przewlektych stanow patologicznych. Wzmo-
zong nitracje reszt Tyr w biatkach osocza i plytek krwi wykazano w chorobach
osrodkowego uktadu nerwowego (choroba Alzheimera, Parkinsona, stwardnienie
rozsiane, udar moézgu i schizofrenia) oraz w chorobach sercowo-naczyniowych
(miazdzyca, zawal mig$nia sercowego, nadcisnienie tetnicze) [48].

Przyktadem schorzenia, ktorego przyczyna moze by¢ migdzy innymi nitracja
Tyr w biatkach histonowych jest toczen rumieniowaty uktadowy, bedacy choroba
autoimmunologiczng, rozwijajacg si¢ z powodu niepoznanych jeszcze doktadnie
zaburzen uktadu odpornos$ciowego, ktére prowadza do procesu zapalnego wie-
lu tkanek inarzadow. PTM biatek histonowych moduluje zmiane kondensacji
wiokien chromatyny, co wpltywa na dostepnos¢ DNA dla enzyméw lub czynni-
koéw transkrypceyjnych. Stwierdzono, ze nitracja bialek histonéw charakteryzuje
si¢ wysoka specyficznosciag. W histonie H4 nitrowana byta Tyr72 i Tyr98, w H3
Tyrdl, aw H2 Tyr37, Tyr40 i Tyrd2 [46].

U o0s6b chorych na anemie sierpowatg, w watrobie i nerkach, dochodzi do nitra-
cji aktyny, a proces ten dotyczy trzech reszt Tyr: Tyr91, Tyr198 i Tyr240. Czasteczki
aktyny zawieraja duzo reszt Tyr, ktore sg niezbgdne do prawidtowej polimeryzacji
oraz interakcji z innymi biatkami. Wprowadzenie do aktyny elektroujemnej gru-
py -NO, jest przyczyng zaburzenia oddziatywan jonowych i wigzan wodorowych.
Powoduje to destabilizacj¢ zarowno wiokien aktyny, zlokalizowanych w jadrze ko-
morkowym jak i mikrofilamentow, ktore sg odpowiedzialne za ruch cytoplazmy,
zmiang ksztaltu komorki, transport wewnatrzkomorkowy, faldowanie btony cy-
toplazmatycznej oraz podzialty komorkowe [87].
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Innymi biatkami zwierzecymi, w ktérych wykazano powstawanie 3-NT, to mig-
dzy innymi syntaza glutaminowa, kinazy cdc2, manganowa izoforma dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD), 3-kinaza fosfatydyloinozytolu. Nitracja Tyr, blokuje
fosforylacje¢ bialek, co moze powodowac zablokowanie szlakow sygnalnych w tym
kinazy bialkowej B i C, kinaz MAP, czynnika jadrowego kappa B (NF-xB), jak
rowniez sygnalizacji zaleznej od insuliny [52]. Wybrane bialka, ktorych nitracja
powigzana zostala ze stanami chorobowymi zostaty przedstawione w tabeli 1.

TABELA 1. Wybrane biatka ulegajace nitracji, zwigzane z wystgpowaniem stanéw chorobowych

u cztowieka. Na podstawie [60]
TABLE 1. Selected nitrated proteins, associated with some human diseases. According to [60]

BIALKO ULEGA-
JACE NITRACJI

KONSEKWENCJE FIZJOLO-
GICZNE NITRACJI

POTENCJALNE SKUTKI

Czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF-I)

Uposledzenie wzrostu fibroblastow

Terminacja procesu zapalnego

Insulina

Zaburzenie wigzania z receptorem

Insulinoodporno$¢, cukrzyca

Kinaza MEK

Aktywacja kinaz ERK

Modulacja sygnalizacji komorkowej

Kinaza PI3

Zahamowanie fosforylacji biatka
kinazy B i wzmozona apoptoza
komorek srodbtonka

Dysfunkcja $rédbtonka, cukrzyca,
miazdzyca

Cytochrom P-450

Inaktywacja enzymu

Uposledzenie metabolizmu ksenobio-
tykow 1 kwasow thuszczowych

Syntetaza
glutaminowa

Zmniejszona eliminacja amoniaku
przez watrobg

Posocznica, choroby watroby

Mn-SOD

Zaburzone usuwanie O,~
, zwigkszona produkcji
ONOO" w mitochondriach

Zaburzenia neurodegradacyjne, prze-
wlekta niewydolno$¢ serca, cukrzyca,
reakcja odrzucenia przeszczepu

Reduktaza
rybonukleinowa

Zahamowanie syntezy DNA

Zaburzenia neurodegeneracyjne,
zahamowanie wzrostu i namnazania
komorek

Transferaza CoA

Zaklocony metabolizm ciat
ketonowych

Cukrzyca, posocznica, zaburzenia
czynnosci serca

a-Synukleina

Tworzenie agregatow w neuronach
(Ciata Lewy’ego)

Choroba Parkinsona

Biatko Tau Agregacja biatek Tau w neuronach Choroba Alzheimera
. . .. . Zanikanie bariery jelitowej
Tubulina Zaburzenia P ohr.neryzaCJ ! Fubuhny, (wstrzas, niedokrwienie) zaburzenia
dezorganizacja cytoszkieletu .
neurodegeneracyjne
Lipoproteina HDL Akumulacja lipidow Miazdzyca
Surfaktant biatka A Zmnicjszenie agregacji lipidow Zapalenie ptuc

w ptucach
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NITRACJA BIALEK W KOMORKACH ROSLIN
NITRACJA BIALEK W WARUNKACH STRESOW SRODOWISKOWYCH

U roélin nitracja Tyr jest postrzegana jako marker stresu nitro-oksydacyjnego,
stad wickszo$¢ badan skupia si¢ na identyfikacji biatek ulegajacych temu proceso-
wi w warunkach stresow abiotycznych i biotycznych. Wystepowanie nitracji stwier-
dzono u papryki rocznej (Capsicum annuum L.) 1 stonecznika (Helianthus annus L.)
poddawanych dziataniu niskiej lub wysokiej temperatury [1, 14], u pomaranczy gorz-
kiej (Citrus aurantium L.) 1 oliwki (Olea europaea L.) w warunkach stresu solnego
[82, 84], u komonicy (Lotus japonicus L.) podczas niedoboru wody [76]. Wykazano
réwniez wzmozona nitracje¢ biatek, w korzeniach kapusty sitowatej (Brassica juncea
(L.) Czermn.) irzepaku (Brassica napus L.) w obecnosci cynku [25], a w siewkach
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana L.) w obecno$ci arsenu [51]. Pod wpltywem
stresu solnego w cytozolu komorek korzeni rzodkiewnika obserwowano 5-6 krotny
wzrost emisji ONOO". Jednoczes$nie, w korzeniach roslin kontrolnych dochodzito
do nitracji biatek o masach czasteczkowych 78, 67 i 55 kDa, a w nastepstwie stre-
su solnego dodatkowo nitrowane bylto biatko o masie 42 kDa, przy jednoczesnym
wzmozeniu nitracji biatka o masie 55 kDa [17].

Podczas dziatania czynnikow stresowych nitracji ulegaja przede wszystkim
biatka metabolizmu podstawowego [11, 13]. Stres $wietlny, ktoremu poddano
siewki rzodkiewnika stymulowal nitracj¢ Tyr w bialku PSBA(D1) fotosystemu
IT (PSII), co sprzyjato dysocjacji dimeréw PSII oraz nadkompleksu PSII-LHCII
i w rezultacie prowadzilo do degradacji uszkodzonych kompleksow biatkowych
[32]. Po zakazeniu rzodkiewnika Pseudomonas syringae, ktory wywotuje raka
bakteryjnego, obserwowano ogdlny wzrost ilosci biatek nitrowanych. Zidentyfi-
kowano 12 r6znych biatek, ktore ulegaty nitracji w fazie reakcji nadwrazliwosci.
Byly one zwigzane z asymilacjg azotu, syntezg ATP, budowa fotosystemu II, cy-
klem Calvina i glikolizg [11]. Przeprowadzono analiz¢ proteomiczng siewek sto-
necznika w warunkach fizjologicznych i zidentyfikowano 21 nitrowanych bialek.
Nastepnie, siewki zostaty poddane dziataniu stresu cieplnego, a ponowna analiza
nitroproteomu wykazata wzmozong nitracj¢ dwunastu sposrod wczesniej ziden-
tyfikowanych biatek [13]. Wspomniany eksperyment doprowadzit takze do wy-
typowania anhydrazy weglanowej (CA) jako jedynego biatka nitrowanego spe-
cyficznie w warunkach stresu wysokiej temperatury. Oznaczenie aktywnosci CA
oraz reduktazy ferredoksyna-NADP, ktora rowniez podlegata nitracji w warun-
kach stresu cieplnego wykazato, ze PTM powodowata obnizenie ich aktywnosci
o odpowiednio 43% i 31%. Pozostatych 10 biatek charakteryzujacych si¢ zwigk-
szong podatnoscig na nitracje podczas stresu bylo zwigzanych, oprocz metaboli-
zmu azotu i wegla, ze szlakiem transdukcji sygnatow (biatko 14-3-3), ze szlakiem
proteolizy biatek oraz systemem antyoksydacyjnym [12].
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NITRACJA BIALEK PODCZAS ROZWOJU I STARZENIA ROSLIN

Nitracja biatek jest procesem obserwowanym w trakcie rozwoju ontogene-
tycznego rosliny. W warunkach optymalnych dla wzrostu w siewkach rzodkiew-
nika zidentyfikowano 127 réznych bialek mogacych potencjalnie ulegaé nitracji
[55]. Posrod nich znajdowaly sie biatka uczestniczace w regulacji podstawowych
procesow fizjologicznych, np. dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH), podjednostka a syntazy ATP, wigcksza podjednostka karboksylazy/ok-
sygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBisCO), syntetaza S-adenozylometioniny,
aktywaza RuBisCO. Natomiast analiza nitroproteomu korzeni pomaranczy gorzkiej
wskazala na istnienie 26 biatek nitrowanych w warunkach wzrostu [82]. Co wiecej,
poréwnanie nitroproteomu dojrzatych i niedojrzatych (zielonych) owocow papryki
wykazato, ze podczas dojrzewania ilo$¢ nitrowanych biatek zwigkszyta si¢ z 21 do
31, co oznacza, ze zmiana zawartosci 3-NT moze by¢ zastosowana jako wskaznik
dojrzewania owocow [42].

Zarowno w komorkach zwierzecych jak i roslinnych a-tubulina podlega cyklicz-
nej tyrozynacji/detyrozynacji. Jej C-koniec, ulega modyfikacji przez przytaczenie
dwach reszt Tyr, w reakcji katalizowanej przez ligaze tyrozynowa tubuliny (TTL).
Powoduje to powstanie Tyr-tubuliny. Przylaczone reszty Tyr wystepuja w formie
zmodyfikowanej badz natywnej. Ssacza TTL jako substrat preferuje przylaczanie
modyfikowanej Tyr np. chlorotyrozyny, mono- i dijodotyrozyny, fluorotyrozyny lub
3-NT. Natomiast u ro$lin do tej pory nie wyjasniono czy 3-NT jest bezposrednio
przylaczana do a-tubuliny, czy nitracja nast¢puje dopiero po tyrozynacji biatka [9].
Odciecie Tyr jest katalizowane przez specyficzne karboksypeptydazy i prowadzi do
powstania glutamylowanej tubuliny (Glu-tubuliny). Cykl tyrozynacji/detyrozynacji
pozwala na utrzymanie dynamicznej niestabilnosci mikrotubul, gdyz populacje obu
rodzajow tubuliny wspotistniejg w komorce, a stosunek ich zawartosci ulega ciaglej
zmianie [89]. U zwierzat, przylaczenie 3-NT do a-tubuliny zwykle okreslane jest
jako znacznik stresu i prowadzi do degradacji oraz nieprawidlowego dziatania mi-
krotubul w patogenezie r6znych choréb. Liczne raporty dostarczaja jednak danych
wskazujacych na udziat tej modyfikacji takze w procesach fizjologicznych, takich
jak np. rozwo6j blony kosmoéwkowej zarodka kurczaka, stabilizacja cytoszkieletu
w roznicowaniu komorek neuronalnych, jak i podczas przechodzenia do kolejnych
faz cyklu komérkowego w komdrkach mie$ni gladkich naczyn krwiono$nych [9
i cytowane tam prace]. Badania prowadzone na kulturach komoérkowych tytoniu
(Nicotiana tabacum L.) BY-2 potwierdzity, ze nitracja Tyr znajdujacej si¢ na C-kon-
cu a-tubuliny prowadzi do zaburzenia fosforylacji i interakcji a-tubuliny z innymi
biatkami, a tym samym moze hamowaé podzialy komorkowe i wzrost komorek
[89]. W siewkach rzodkiewnika wykazano, ze wprowadzenie 3-NT na C-koncu
o-tubuliny zaktéca cykl tyrozynacji/detyrozynacji, a tym samym, moze bra¢ udziat
w regulacji organizacji mikrotubul w komorce [54].
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Wyniki badan przeprowadzonych na mtodych (8 lub 16-dniowych) i starzejacych
si¢ (71-dniowych) roslinach grochu, wykazaly ze kazdy organ ma wtasny wzorzec
nitracji biatek. Ilo§¢ biatek, ktore ulegaja takiej modyfikacji rosta podczas starzenia
roslin zaréwno w todydze, liSciach, jak i korzeniach, w ktorych wykryto najwiecej
biatek ulegajacych tej PTM. Korzenie 71-dniowych siewek grochu zawieraty 16 ni-
trowanych biatek, wsrdd ktorych zidentyfikowano cytosolowg dehydrogenaze izo-
cytrynianowg zalezng od NADP (NADPICDH), ktéra uczestniczy w metabolizmie
aminokwasow i asymilacji azotu. NADP-ICDH bierze udziatl w tworzeniu NAPDH,
ktory jest niezbedny do regulacji potencjatu redoks komorki i odpowiedzi na stres
oksydacyjny. W biatku tym, zaobserwowano nitrowanie Tyr392, ktéra znajduje sig¢
w miejscu wigzania NADP, a zmiana ta catkowicie hamowata aktywno$¢ enzymu.
Podejrzewa sig, Zze obnizanie aktywnosci tego enzymu, moze by¢ jedng z glownych
przyczyn starzenia si¢ komorek [8].

REGULACJA ZAWARTOSCI NITROWANYCH BIALEK

Zawarto$¢ nitrowanych biatek podlega wewnatrzkomorkowej regulacji. Biatka
ulegajace tej modyfikacji sa podatne na dziatanie komérkowych systemow proteo-
litycznych. Proteasom 268S, ktory odpowiada za degradacje ubikwitynowanych bia-
lek prawdopodobnie bierze réwniez udzial w degradacji biatek modyfikowanych
przez RNS. Jednak mechanizmy rozpoznawania przez proteasom biatek nitrowa-
nych pozostajg nieznane. Podejrzewa si¢, ze moga w tym odgrywac rol¢ nastepu-
jace czynniki: (I) obecnos¢ grupy nitrowej, (II) zmiana pl biatka, (III) ekspozycja
miejsc hydrofobowych na powierzchni biatka [78]. Alternatywnie, usuwanie nitro-
wanych biatek w komdérkach zwierzecych, w tym takze u cztowieka, zwigzane jest
z funkcjonowaniem komorkowego systemu immunologicznego [36].

U zwierzat wykazano, ze w pewnych warunkach fizjologicznych, nitracja moze
by¢ procesem odwracalnym. Wykorzystujac biatka ulegajace nitracji, w tym albu-
min¢ krwi wotu (BSA), cyklooksygenaze 1 (COX1), syntetyczne peptydy i wol-
ng 3-NT wykazano, ze biatka te mogg ulega¢ denitracji. Stosujgc NO,-COX1 jako
substrat ,,hipotetycznej” denitrazy przebadano kilka linii komérkowych (komorki
srodblonka skory myszy — SEND. 1, makrofagéw myszy — RAW264.7 i srédbtonka
zylty pepowinowej ludzkiej — HUVEC) oraz komorki réznych narzaddéw szczura,
w celu okreslenia aktywnosci denitrujgcej [20]. Zaobserwowano znaczng aktyw-
no$¢ prowadzaca do denitracji, co moze sugerowaé wystgpowanie wielu biatek lub
izoform bialka o tej aktywnosci. Wykazano rowniez, ze wysoka temperatura i pro-
ces proteolizy hamuja denitracje [20]. Wskazuje si¢, ze réwnolegle moze funkcjo-
nowac nieenzymatyczny mechanizm denitracji, w ktorym w obecnos$ci czynnikow
redukujacych grupy hemowe biatek uczestniczytyby w przeksztalcaniu 3-NT do
3-aminotyrozyny [9, 20 i cytowane tam prace].
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NITRACJA KWASOW TLUSZCZOWYCH

Procesowi nitracji podlegaja rowniez kwasy thuszczowe (ang. Fatty Acids, FAs)
[83]. FAs odgrywaja kluczowa rolg zarowno w komorkach roslinnych jak i zwie-
rzecych. Zwiazki te petnig funkcje strukturalno-budulcowa, wechodzac w sktad bton
biologicznych, a takze stanowig zrodto energii. Dodatkowo FAs moga by¢ prekur-
sorami w biosyntezie innych zwiazkéw (np. prostaglandyn, kwasu jasmonowego)
[59, 73]. Wyroznia si¢ dwa rodzaje FAs: nasycone — posiadajace pojedyncze wigza-
nia pomigdzy atomami wegla i nienasycone — zawierajgce wigzania podwojne [44],
ktore podlegaja nitracji [88].

Ilo$¢ badan poruszajacych problemy mechanizmu nitrowania kwasow ttuszczo-
wych (NO,-FAs) i roli jakg odgrywa ten proces sukcesywnie wzrasta. Obecnosc tak
zmodyfikowanych zwigzkow zostata potwierdzona w organizmach zwierzecych.
Wystepowanie NO,-FAs podobnie jak nitrowanych biatek zaobserwowano zarow-
no w warunkach fizjologicznych (w zdrowych organizmach) jak i w stanach patofi-
zjologicznych: przewleklych stanach zapalnych, takich jak np. miazdzyca, a takze
podczas niedokrwienia/reperfuzji czy sepsy [71, 83, 88]. Wykazano roéwniez, ze
u cztowieka endogenne powstawanie NO,-FA moze by¢ wynikiem stosowania diety
srédziemnomorskiej, cechujacej sie jednoczesnym spozywaniem warzyw bogatych
Ww azotany 1 azotyny oraz wielonienasyconych FAs zwlaszcza kwasu oleinowego
(OA) i kwasu linolowego (LA) (pochodzacych gtéwnie z oliwy z oliwek 1 thuszczu
rybiego) [66]. Niestety, jak dotad w przypadku organizmow roslinnych istnieja je-
dynie pojedyncze doniesienia méwigce o interakcji RNS z FAs.

Czasteczki NO,-FAs cechujg si¢ stabilnoscig i stosunkowo diugim okresem
poltrwania [35]. Zwigzki te moga wystgpowaé w formie wolnej, zestryfikowane;j
oraz nukleofilowych adduktow. W tkankach zwierzgcych oznaczono je w stezeniu
mieszczacym si¢ w skali od piko- do mikromolarnego, wystarczajagcym, by wyka-
zywaly biologiczng aktywno$¢ [70, 83]. Sposréd NO,-FAs, najwigksze znaczenie
dla organizméw zwierzecych przypisuje si¢ nitrowanym kwasom: oleinowemu —
NO,-OA (18:1), linolowemu — NO,-LA (18:2), linolenowemu — NO_-ALA (18:3)
oraz arachidowemu — NO,-AA (20:4) [72].

Zidentyfikowano szereg czynnikow uczestniczacych w nitracji FAs, do ktorych
zalicza si¢ migdzy innymi "NO, '‘NO,, ONOO-, NO,’, O,", nadtlenek wodoru (H,0,)
oraz rodnik peroksylowy (LOO"). Mnogo$¢ czynnikow warunkujacych nitracje po-
woduje, ze nie mozna mowi¢ o jednym mechanizmie warunkujagcym pojawienie
si¢ takiej modyfikacji [29]. Jednak w wigkszo$ci przypadkdéw nitracja FAs wigze
si¢ z reakcjg homolitycznego (rodnikowego) przytgczenia ‘NO, w miejscu podwoj-
nego wigzania w tancuchu FA [35]. Dodatkowo warto podkresli¢, ze utworzenie
kowalencyjnego wigzania z grupg -NO, w taficuchach wielonienasyconych FAs jest
mozliwe przy kazdym weglu tworzacym podwojne wiazanie [5]. Efektem nitracji
FAs jest uzyskanie nowej struktury chemicznej, ktora nadaje czasteczkom wiasci-
wosci elektrofilne, warunkujace ich aktywno$¢ biologicznag [35, 68, 86].
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MECHANIZM SYNTEZY NO,-FAs

Chociaz mechanizm nitracji FAs in vivo pozostaje nie do konca wyjasniony,
zaproponowano dwie gtdowne drogi tworzenia tak zmodyfikowanych zwiazkow.
Kluczowg rolg w tych procesach odgrywa "NO,, ktory moze powstawac np. w wy-
niku homolizy kwasu nadtlenoazotawego (ONOOH). Mechanizmy tworzenia NO-
,-FAs zalezne od "NO,, zostaly zobrazowane na ryc. 1. Pierwszy z nich zaklada
bezposrednie przytgczenie NO, do docelowej czgsteczki FA (alkenu) w miejscu
podwojnego wigzania, co prowadzi do utworzenia niestabilnego rodnika B-ni-
troalkilowego [69]. W momencie przylaczenia do powstalego rodnika kolejnego
"NO,, dochodzi do powstania niestabilnych pochodnych dinitrowych lub nitro-a-
zotynowych FA. Pochodne te moga by¢ nastgpnie przeksztalcane do nitroalkenow
w wyniku odfgczenia HNO, badz do nitro-alkoholi, stanowigcych produkt hydro-
lizy. Ponadto, w wyniku reakcji z udziatem rodnikow (np. ‘NO,, hydroksylowego
(‘HO)), rodnik B-nitroalkilowy moze utraci¢ atom wodoru, co prowadzi do odtwo-
rzenia podwdjnego wigzania i utworzenia pochodnych nitroallilowych [69, 88].
Drugi mechanizm nitracji nienasyconych FAs obejmuje uczestnictwo rodnikdéw
(np. ‘OH, 'NO,, LOO") w przeniesieniu atomu wodoru z wegla bis-allilowego wie-
lonienasyconego FA, co skutkuje powstaniem rodnika pentadienylowego. Tworze-
nie NO,-FA nastgpuje poprzez addycj¢ ‘NO, do rodnika FA [88].
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w
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RYCINA 1. Mechanizm nitracji wielonienasyconych FAs z udziatem "NO,, zmodyfikowane wedtug
[69, 88]

FIGURE 1. Mechanism of ‘NO, dependent nitration of unsaturated fatty acids, according to [69,
88] with modifications
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Inny mechanizm syntezy NO,-FA zakfada addycje¢ NO," poprzez elektrofilowa
substytucje w miejscu podwojnego wiazania nienasyconego FA. Zrodltem tej RNS
moga by¢ reakcje metali przejsciowych z ONOO-[83].

Proces nitracji FA zalezy od wielu czynnikow, tj. stezenia zwigzkow nitrujg-
cych i FAs, obecno$ci zmiataczy ROS/RNS [29]. Z uwagi na to, ze 'NO, oprocz
nitracji moze prowadzi¢ takze do oksydacji/peroksydacji lipidow, czynnikiem
wplywajacym na rodzaj inicjowanej modyfikacji jest tlen. W warunkach niskiego
stezenia tlenu (np. warunki anoksji, niedokrwienia) dominuje nitracja, natomiast
warunki aerobowe promuja procesy utleniania lipidow [29, 69]. Kolejnym czyn-
nikiem ograniczajgcym nitracj¢ na rzecz oksydacji FAs jest srodowisko reakc;ji.
Udowodniono, ze rozpuszczalnos¢ ‘NO, jak i innych RNS w warunkach hydrofo-
bowych jest stosunkowo wysoka, co sprzyja procesowi nitracji. Natomiast w $ro-
dowisku wodnym, rozpuszczalnos¢ tych zwigzkow jest o rzad wielkosci nizsza,
czego efektem jest nizsza wydajnos¢ reakcji [29]. Czynnikiem ograniczajagcym
nitrowanie FAs jest rowniez CO,. Zaobserwowano, ze zwigzek ten hamuje nitra-
cje ALA [34 i cytowane tam prace].

BIOLOGICZNE ZNACZENIE NO,-FA W KOMORKACH
ZWIERZECYCH

Wyniki dotychczasowych badah wskazujg, ze NO -FAs jako zwigzki o stosun-
kowo dhugim okresie pottrwania, pelnig funkcje czasteczek sygnalowych w ko-
morkach zwierzecych [57]. W odrdéznieniu od utlenionych lipidow inicjujacych
w komorkach reakcj¢ zapalng [4, 58], dowiedziono, ze NO,-FAs odgrywajg rolg
czynnikdéw przeciwzapalnych, a ponadto cechuja si¢ wlasciwosciami cytoprotek-
cyjnymi. Stad, wyzej wspomniana dieta srodziemnomorska, sprzyjajaca tworze-
niu NO,-FAs, moze zapobiega¢ wielu stanom chorobowym [66].

Aktywnos¢ biologiczna NO,-FAs moze by¢ zwigzana z PTM bialek [85], wa-
runkujacg zmiang ich struktury, funkcji oraz subkomorkowej lokalizacji. Wigza-
nie si¢ NO,-FAs z biatkami mozliwe jest dzigki ich specyficznej strukturze che-
micznej, wynikajgcej z modyfikacji FAs. Grupa -NO, stanowigca silny akceptor
elektronow, wigzac si¢ kowalencyjne z FA, przekazuje wlasciwosci elektrofilowe
na wegiel B czgsteczki alkenu. Tym samym wegiel B NO,-FA, zgodnie z reak-
cja Micheal’a, moze tworzy¢ kowalencyjne wigzanie z nukleofilami bedacymi
donorem elektronow. Taka modyfikacja biatek zwana jest nitroalkilacja i jest
procesem odwracalnym [5, 35]. Zdolno$¢ NO,-FAs do nitroalkilacji tiolowych
grup reszt cysteinowych (Cys) biatek, stanowiacych silny nukleofil, potwierdzo-
no wielokrotnie, zar6wno w badaniach in vitro jak i in vivo [57, 83]. Z uwagi na
mozliwos¢ reagowania NO,-FA z glutationem, proces nitroalkilacji bialek moze
by¢ odwracany przy udziale tego tripeptydu [72]. Dodatkowo nitroalkilacja moze
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dotyczy¢ reszty histydynowej (His), reszty lizynowej (Liz) i cukrow, ktore cha-
rakteryzuja si¢ stabymi wlasciwosciami nukleofilowymi [35].

W badaniach in vitro zaobserwowano wptyw NO,-FAs (NO,-OA i NO-LA)
na PTM GAPDH, prowadzaca do zahamowania aktywnosci enzymu [6]. GAPDH
uczestniczy w glikolizie zachodzacej w cytoplazmie komorek. Jednak znaczaca
czg$¢ GAPDH w erytrocytach cztowieka zlokalizowana jest w formie nieaktyw-
nej w wewnetrznej monowarstwie btony komorek. Dodatkowo odnotowano, iz
wystepujacy tam enzym podlega nitroalkilacji. Dlatego sugeruje si¢, ze ta PTM
moze przyczynia¢ si¢ zmiany dystrybucji biatka w komorce 1 prowadzi¢ do trans-
lokacji GAPDH do btony komérkowej erytrocytow [6]. Dowiedziono, ze NO,-FAs
(np. NO,-OA) poprzez nitroalkilacje, regulujg aktywnos$¢ kanatow jonowych TRP
w nerwach czuciowych pecherza moczowego szczuréw [3]. Nitroalkilacje biatek
notowano réwniez po wprowadzeniu sprzg¢zonego ALA i azotynu sodu do zotadka
mysz, co stanowito imitacje diety §rddziemnomorskiej. Modyfikacja ta dotyczyta
Cys521 znajdujacej si¢ w poblizu centrum aktywnego rozpuszczalnej hydrolazy
epoksydowej (sEH) i prowadzita do obnizenia aktywnos$ci enzymu. Rezultatem
nitroalkilacji sEH byt wzrost stezenia substratu — kwasu epoksyeikozatrienowego
rozszerzajacego naczynia krwionosne i tym samym obnizajacego ci$nienie krwi.
Wynik ten wskazuje zatem na ochronng rolg¢ NO,-FA jako czynnika zapobiegajg-
cego nadcis$nieniu [15].

Kolejnym mechanizmem dziatania NO,-FAs jako przekaznikow sygnatu jest
regulacja aktywno$ci czynnikéw transkrypcyjnych. Potwierdzono stymulacyjny
wplyw tak zmodyfikowanych FAs na aktywno$¢ Nrf2 (regulujacego ekspresje ge-
néw kodujacych biatka systemu antyoksydacyjnego) poprzez nitroalkilacje jego
inhibitora Keap 1 [43] badz blokowanie prozapalnego czynnika transkrypcyjnego
NF-«xB w wyniku PTM jego podjednostki p65 [57 i opisane tam prace]. Zaobser-
wowano tez, ze NO,-FA odpowiadajg za aktywacj¢ receptoréw jagdrowych PPAR-y
(receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow-y), stanowigcych czynni-
ki transkrypcyjne zalezne od ligandow [10, 57, 64 i cytowane tam prace]. Czynni-
ki te odpowiadaja za regulacje homeostazy glukozy, metabolizm lipidow, napiecie
naczyn krwiono$nych oraz biorg udziat w reakcji zapalnej [35]. Dowiedziono, ze
zalezna od NO,-OA regulacja aktywnosci PPAR-y, skorelowana z aktywacjg Nrf2
oraz dezaktywacja NF-kB (uczestniczacych w modulacji proceséw zapalnych)
moze by¢ powigzana z przeciwzapalng rolg NO,-FA podczas ostrej niewydolno-
sci oddechowej u myszy, indukowanej lipopolisacharydem — endotoksyng bakte-
rii Gram-ujemnych i cyjanobakterii [65]. W innych badaniach dotyczacych astmy
u myszy, wykazano podobnie wysokg skutecznos¢ NO,-FAs jako czynnikow prze-
ciwzapalnych. Dziatanie tak zmodyfikowanych FAs zwiazane byto z aktywacja
PPAR- v, indukcja apoptozy neutrofili iich fagocytozy zaleznej od makrofagow,
a takze redukcja biosyntezy cytokin, chemokin, bialek adhezyjnych i enzymow ge-
nerujgcych ROS, stanowigcych markery prozapalne [64]. Ponadto, NO,-FAs po-
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przez zmniejszenie syntezy cytokin i wolnych rodnikéw dziatajg cytoprotekcyjnie,
co ma istotne znaczenie chociazby w przypadku choroby niedokrwiennej serca [19].

Korzystne oddziatywanie NO,-FAs obejmuje rowniez ekspresje genow. W ke-
ratynocytach myszy NO,-OA powodowal wzrost ekspresji gendéw kodujacych
biatka uczestniczace w: reakcjach antyoksydacyjnych (np. katalaza), generowaniu
czynnikow wykazujacych whasciwosci przeciwzapalne (cyklooksygenaza COX2)
oraz procesach ochronnych w komorkach (biatka szoku cieplnego). Sugeruje sie,
ze NO,-FAs mogg nie tylko kontrolowa¢ przebieg procesow zapalnych, ale takze
zapobiegac¢ uszkodzeniom tkanek poddanych stresom [91]. Wzrost ekspresji genow
kodujacych eNOS oraz oksygenaze hemowg 1 (HO-1) notowany byt w aorcie my-
szy w wyniku podania NO,-OA [47]. Podobnie, w efekcie 16-godzinnego traktowa-
nia NO,-OA komorek endotelialnych, izolowanych z aorty wotu zaobserwowano
wzrost ekspresji genu kodujacego eNOS [47]. Podczas prowadzenia kultury komor-
kowej, zauwazono wzrost zawartosci biatka eNOS zalezny od podawanej dawki
NO,-FAs oraz stymulacyjny wptyw tych zwigzkow na fosforylacje Ser1179 eNOS.
Zarowno PTM jak i wzrost ekspresji genu kodujacego eNOS wigzaly si¢ z podwyz-
szeniem uwalniania NO [47]; tym samym stwierdzono udziat NO -FAs w regulacji
emisji NO. NO,-FAs mogg stanowi¢ donory NO. Jeden z mechanizm6éw uwalniania
NO z NO,-FAs zaktada ich izomeryzacj¢ do odpowiednich pochodnych azotyno-
wych, podlegajacych homolizie i/lub jedno elektronowej redukcji. Zaproponowano
mechanizm tworzenia NO z NO_-FA zgodnie z reakcjg Nef’a. Reakcja ta przebiega
w srodowisku wodnym, jest zalezna od pH oraz angazuje procesy protonacji i de-
protonacji, prowadzace do powstania nitrozowej pochodnej FA. Pochodna ta cechu-
je si¢ stabym wigzaniem C-N, co umozliwia uwolnienie NO [29].

W naczyniach krwionos$nych (pier§cieniach aorty) szczur6w obserwowano
relaksacjg, zalezng od stezenia stosowanych syntetycznych pochodnych NO-FA.
Efekt podania tak zmodyfikowanych FAs byl znoszony po zastosowaniu inhibitora
cyklazy guanylanowej, enzymu katalizujacego tworzenie cyklicznego guanozyno-
monofosforanu (cGMP) [29, 57 i opisane tam prace]. Z uwagi na to, ze obnizenie
napigcia $cian naczyn krwiono$nych warunkowane obecnoscig NO, powigzane jest
ze zwigkszeniem ilosci cGMP, stanowigcego wtorny przekaznik sygnatow [75], po-
wyzszy wynik stanowi dowod potwierdzajgcy zdolnos¢ NO,-FA do uwalniania NO.
Emisja NO obserwowana byta rowniez po podaniu NO,-LA do pozywki kultury
komoérek monocytarnych THP-1. Wzrost wydzielania NO w komoérkach THP-1 no-
towany byt juz po 5 minutach od traktowania. Dodatkowe do$wiadczenie pokaza-
to, ze inkubacja tej linii komérkowej z NO,-LA, prowadzita do nitrozylacji biatek
CDA40, wystepujacych na powierzchni monocytdéw, petnigcych role w przebiegu
procesoOw zapalnych. Taka modyfikacja CD40 prowadzi do dezaktywacji biatka,
a jej konsekwencja jest zahamowanie reakcji zapalnej [23].

NO,-FAs jako czasteczki sygnatowe, bezposrednio bgdz za posrednictwem NO
uczestniczg w mechanizmach odpowiedzi komoérki na dziatajace na nig bodzce.
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Z jednej strony uwazane sg za marker proceséw patofizjologicznych, z drugiej za$
mogg stanowi¢ czynnik ochronny. NO,-FAs w wyniku odwracalnej nitroalkilacji,
kontroluja aktywno$¢ wielu biatek, w tym czynnikoéw transkrypcyjnych, regulu-
jac ekspresj¢ wielu genow i metabolizm komorki. Tym samym, zwiazki te uczest-
niczg w przeciwzapalnej odpowiedzi komorkowej i przystosowaniu komorki do
warunkow stresowych.

BIOLOGICZNE ZNACZENIE NO,-FA W KOMORKACH ROSLINNYCH

Zarowno ROS, jak i RNS (czasteczki uczestniczace w tworzeniu NO,-FA) to-
warzysza wickszosci procesow, zachodzacych w komorkach roslinnych. Nie za-
skakuje wigc fakt, odkrycia NO,-FAs u roslin. Jednakze z racji nielicznych badan,
dotychczas niewiele wiadomo na temat interakcji ROS/RNS z FAs u roslin.

Postuluje sig, ze glownym zrodtem NO,-FAs w komorce roslinnej mogg by¢
peroksysomy. Organelle te stanowig wtasciwe miejsce B-oksydacji FAs, przebie-
gajacej przede wszystkim podczas kietkowania nasion oleistych badz podczas
syntezy kwasu jasmonowego w lisciach. Wykazano rowniez aktywno$¢ NOS-po-
dobng jak i obecnos¢ NO w tych przedziatach komérkowych. Dlatego tez sugeru-
je sig, ze w peroksysomach wystepuja idealne warunki do produkcji nitrowanych
pochodnych FAs [72].

W przypadku materiatu ro$linnego, obecno$¢ NO,-FAs zostata potwierdzona
jedynie w $wiezych oliwkach oraz oliwie z oliwek z pierwszego tloczenia. W oli-
wie zidentyfikowano nitrowany sprzezony ALA [24]. Swieze oliwki natomiast
zostaly przebadane pod katem obecnosci produktow reakeji NO,-FAs z biatka-
mi. Wysoka zawartos¢ adduktow NO,-OA-Cys zostala zaobserwowana przede
wszystkim w skérce owocoéw. Dodatkowe badania z uzyciem soku zotadkowego
w obecnosci NO,, udowodnity, ze spozywanie przez czlowieka lipidow pocho-
dzacych z oliwy moze dostarczy¢ organizmowi oprocz nitrowanego sprz¢zonego
ALA réwniez NO,-OA, uwazanych za czynniki przeciwzapalne [24].

Sanchez-Calvo 1 wsp. [72] zbadali wptyw NO,-FA na tworzenie NO u rzod-
kiewnika. W tym celu 30-dniowe rosliny krotkotrwale traktowano NO,-ALA. Po
czym zlokalizowano NO zaréwno w korzeniu gtéwnym jak i liSciach badanych
roslin. Zaobserwowano, ze podanie NO,-ALA prowadzi do zwigkszenia stezenia
NO w obu organach, co sugeruje, ze tak zmodyfikowany FA moze stanowi¢ donor
tej gazowej czasteczki.

Wryniki pojedynczych badan, pozwalaja jedynie spekulowaé na temat mechani-
zmoOw powstawania i roli NO -FAs w komorkach roslinnych. Tak zmodyfikowane
FAs, a w szczegolnosci ich formy wielonienasycone, moglyby z pewnoscia spraw-
dzi¢ si¢ jako pojemny wewnatrzkomoérkowy magazyn NO, posredniczacy w prze-
kazywaniu sygnatow w komorce roslinne;.
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