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1. Uvod

Posttranslacni kovalentni modifikace ovliviiuji a kon-
troluji strukturu, funkci, bunéénou lokalizaci a odbourava-
ni proteint. Mezi nejznamé;jsi a nejlépe prostudované post-
translacni modifikace protein patii N- a O-glykosylace,
fosforylace a methylace lysind, vyzkumy poslednich let
vSak ukazuji na vyznamnou ulohu celé fady dalSich kova-
letnich modikaci proteint jako acetylace, sulfatace, isopre-
nylace, ubikvitinace, sumoylace, glutationylace, citrulina-
ce a polyglutamylace'?. Vyznamna role byla také prokaza-
na u nitracnich a nitrosa¢nich modifikaci, pfi kterych reak-
ce reaktivnich forem dusiku (RNS) s postrannimi fetézci
proteinovych aminokyselin vede k jejich nitraci, nitrosyla-
ci a oxidaci. Nejvice prozkoumané reakce in vivo predsta-
vuji nitrace tyrosinu za vzniku 3-nitrotyrosinu a nitrosyla-
ce thiolovych skupin cysteini na S-nitrosocystein.
V prvotnich fazich studia byly tyto posttranslacni modifi-
kace povazovany za vedlejsi produkt nadmérné a nekont-
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rolované produkce RNS pii urcitych patologickych sta-
vech bunék. Dnes vSak aktualni znalosti jasné prokazuji,
ze za normalnich podminek je nitrace bilkovin v biologic-
kych systémech regulovana jako selektivni proces, kdy
dochazi ke kontrolované modifikaci malé skupiny proteinti
pouze na jednom nebo omezeném poctu proteinovych
tyrosind™”,

Navazanim nitroskupiny na tyrosin ¢asto dochazi ke
zmén¢ konformace modifikovanych proteintt a nasledné-
mu ovlivnéni biologické aktivity proteind. Vneseni nit-
roskupiny do ortho-polohy vzhledem k hydroxylu na ben-
zenovém jadie také vyznamné snizuje moznost fosforylace
tyrosinu, coz ovliviiuje rychlost pfenosu informace v mno-
ha signalnich drahach zalozenych na regulaci aktivity en-
zymit reverzibilni fosforylaci.

Vedle regulaéni funkce za fyziologickych podminek
byla potvrzena souvislost zvySené nitrace proteinti s celou
fadou patologickych procest nasledkem zvysené produkce
RNS. Detekce nitrovanych proteini mtze vést k rychlé
diagnostice rdznych onemocnéni, nebot’ vyssi hladina nit-
rotyrosinu byla prokdzéna v ¢asnych i pokrocilych stadiich
kardiovaskularnich a neurodegenerativnich chorob™®.

2. Mechanismus nitrace proteint
2.1. Nitracni ¢inidla in vivo

Na nitraci proteinti se do zna¢né miry spole¢né podili
reaktivni formy dusiku a kysliku, jejichz vzdjemnymi re-
akcemi vznika fada nitra¢nich ¢inidel zpisobujicich speci-
fickou nitraci aminokyselinovych zbytkli, pfipadné pfi
zvysené produkci nitraénich &inidel tzv. nitrosaéni stres™.
Mezi nejvyznamnéj$i nitracni ¢inidla in vivo, které mohou
nitrovat volné i v proteinech vazané aminokyseliny, patii
oxid dusnaty (NO) a dusicity (NO,), peroxydusitan
(ONOO") a slouceniny odvozené od dusitanu (tab. I,
obr. 1).

Podle soucasnych poznatkli probiha nitrace proteint
nejpravdépodobnéji plisobenim peroxydusitanu a hemové
peroxidasy, které se podileji na vzniku vysoce reaktivniho
nitra¢niho ¢inidla NO,. Byly vSak popsany i jiné mecha-
nismy vzniku nitra¢nich ¢inidel, napf. rozklad dusitant
hemoproteiny s pseudoperoxidasovou aktivitou nebo pfi-
ma reakce radikdlu NO s tyrosylovymi radikaly. Vyznam-
ny vliv na tvorbu nitracnich ¢inidel ma soucasna tvorba
NO a superoxidu v blizkych bunéénych oddilech*’
(obr. 1).

Nejvyznamnéjsi nitracni ¢inidlo in vivo, peroxydusi-
tanovy anion ONOO~, vznika nejenom reakci radikalu
oxidu dusnatého (NO°) a superoxidového anionradikalu
(0,7), ale miZe vzniknout také redukci nitrosyldioxylové-
ho radikalu (ONOOQO®) superoxidem nebo reakei nitrosylo-
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Tabulka I
Piehled nejvyznamnéjsich nitra¢nich ¢inidel in vivo

Referat

Nazev Vzorec Mechanismus nitrace tyrosinu Priklad nitrovaného proteinu
Oxid dusnaty NO* radikalovy prostaglandinsynthasa
Oxid dusiéity NO,* radikalovy sérovy albumin
Peroxydusitan ONOO™ radikalovy cytochrom c
elektrofilni substituce
Kyselina dusita HNO, radikalovy sérovy albumin
Nitrylchlorid NO,ClI radikalovy sérovy albumin
. Fe” +0,"+2H" . tO . ’ .
OH® =— H,0, 0" NO [ONOO*]—> 2 NO;,
_OH -
@ o K
0,NOO"~ N .
2 +NO
nebo N;Os
NO; + 0O, @ @

Obr. 1. Reakce mezi superoxidem a oxidem dusnatym. 1) Hlavnim produktem reakce ekvivalentniho mnozstvi NO® a O,"" je peroxydu-
sitan. 2) a 3) Pfi mirném nadbytku jednoho z reaktantii vznikd NO,. 4) Vyssi nadbytek NO vede ke vzniku N,Os. 5) Pfi vysoké koncentra-
ci NO a O, dochazi k autooxidaci NO. 6) Jestlize koncentrace O," pievazuje nad NO®, vznikd peroxydusi¢nan nebo dusitan. 7) Pfi nad-
bytku O," dochazi ke vzniku OH® a naslednému vyvolani oxidativniho stresu. 8) Vysoka koncentrace CO, zplsobuje vznik NO,

(upraveno podle cit.”)

vého aniontu (NO™) s molekularnim kyslikem. Za fyziolo-
gického pH existuje peroxydusitan v protonované formé
jako kyselina peroxydusitd, ktera se rozklada na hydroxy-
lovy radikal (HO®) a oxid dusi¢ity NO," (cit.?).

Mezi charakteristické reakce téchto nitracnich ¢inidel
s proteiny patfi nitrace tyrosinu, kdy dochazi k navazani
nitroskupiny v ortho-poloze aromatického kruhu této ami-
nokyseliny (obr. 2). Peroxydusitan se podili také na vzni-
ku jinych kovalentnich modifikaci proteind, zahrnujicich
nitraci tryptofanu za vzniku 6-nitrotryptofanu, ptipadné
jeho oxidaci za vzniku N-formylkynureninovych residui,
ale mechanismus a vyznam téchto modifikaci je ve srovna-
ni s nitraci tyrosinu nepiili§ objasnén’.

Zvyseny vyskyt nitrovanych tyrosinovych residui byl
zaznamenan v pritomnosti oxidu uhli¢itého. Reakei pero-
xydusitanu s CO, vzniké4 nitrosoperoxykarbonat, ktery se
rozpada opét za vzniku reaktivniho oxidu dusicitého.

Vznik vysoce reaktivniho nitra¢niho ¢inidla NO, mi-
ze byt také enzymové katalyzovan peroxidasou (EC
1.11.1.-) v pfitomnosti dusitanii. Hemové peroxidasy kata-
lyzuji redukci peroxidu vodiku a organickych peroxidd
a zéroven oxidaci organickych sloucenin, anorganickych
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aniontll a halogenidd. V pritomnosti dusitanu a peroxidu
vodiku katalyzuji nitraci proteinti diky oxidaci dusitanu
a tyrosinu na NO,a tyrosylovy radikal. Reakce téchto
dvou radikalt vede k tvorbé nitrotyrosinu (nitroTyr), coz
miize byt inhibovano katalasou a azidem. Radikal tyrosinu
mize byt také tvofen reakei tyrosinu s jinymi radikaly jako
NO,*, CO;* nebo OH".

Dalsi moznou cestou nitrace proteinil je neenzymovy
rozklad dusitant v prostfedi se snizenym pH. Pfi hodnoté
pH < 6,0 vznik4 ve zvySené mife kyselina dusitd (HNO,),
ktera kromé nitrace tyrosini velmi ochotné reaguje
i s lysinovymi, histidinovymi a argininovymi residui''.
Také reakci dusitanu s kyselinou chlornou (HOCI) vznikaji
potencidlni nitracni, oxida¢ni a chlora¢ni ¢inidla. In vitro
bylo zjisténo, ze mezi takové latky patii NO,Cl, ktery je
schopen nitrovat tyrosinova residua v hovézim sérovém
albuminu. Rovnéz toto nitracni ¢inidlo reaguje i s jinymi
aminokyselinovymi residui jako Cys, Met a Trp (cit.'?).

Nitrotyrosin také vznikd v souvislosti s vyskytem
tyrosylového radikdlu v proteinech, vznikajiciho jednoe-
lektronovou redukei tyrosinu jako intermediat metabolic-
kych drah™". Predpoklada se, e prvnim produktem reakce
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Obr. 2. Schéma vzniku nitroTyr reakci peroxydusitanu s tyrosinovym residuem; PN mutize podléhat heterolytickému §tépeni kataly-
zovanému kovy za vzniku elektrofilniho ¢inidla NO," nebo reaguje ptimo s tyrosinem radikalovym mechanismem (upraveno podle cit.')

Tyr tyrosylovy radikal nestaly meziprodukt
OH o 0 o | o H o
| ) |
-¢
T -~ -~ + NO* H —
CHy CHy CHa 2 Cha
R R R R R
. ot .
OH 0 0 C/o Q ‘ on Q0
N=0 N-0-H N-O" /I‘"O N-=0
2 2 -
_H' -
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nitrosoTyr oximin iminoxylovy radikal nitroTyr
Obr. 3. Mechanismus vzniku nitroTyr reakci NO s tyrosylovym radikalem; upraveno podle cit."
NO s tyrosylovym radikalem je po reverzibilni radikalové 2.2. Ptistupnost proteind k posttranslacni
reakci 3-nitrosotyrosin, ktery se muze rozkladat zpét na modifikaci a selektivita nitrace
tyrosylovy radikal a NO. 3-Nitrosotyrosin se nachazi
v tautomerni rovnovaze s oximinovou formou, ktera mize Nitrace proteinti je selektivni modifikace. Selektivita
byt oxidovana jednim elektronem za vzniku iminoxylové- se vztahuje na nitraci n¢kterych proteini a na modifikaci
ho radikalu. Jednoelektronovou oxidaci iminoxylového urcitych tyrosinovych residui. Existuji tfi hlavni faktory
radikalu s naslednym odstépenim vodikového protonu ovliviigjici selektivitu nitrace: blizkost proteind k mistu
vznika nitroTyr (obr. 3). tvorby nitracnich c¢inidel, mnozstvi proteinu a tyrosino-
Tyrosylové radikaly jsou soucasti katalytického mista vych residui a primarni sekvence v okoli tyrosinu''.
nebo kofaktoru fady enzymu napt. ribonukleotidreduktasy Proteiny, které se vyskytuji ve vyssich koncentracich,
(EC 1.17.4.1), prostaglandinsynthasy (EC 1.14.99.1) jsou dobrymi cily pro modifikaci RNS, nicméné ani vétsi
a fotosystému II. Bylo prokazéano, ze tyrosylovy radikal mnozstvi proteinu ani vysoky pocet tyrosinovych residui
v ribonukleotidreduktase ptisobi jako lapac¢ NO in vivo za neni urCujicim faktorem pro vznik nitroTyr. Ptikladem
soucasné reverzibilni inhibice tohoto enzymu. miZze byt albumin, protein hojné se vyskytujici v krevni
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plasmé, ktery mize byt nitrovan vznikajicimi RNS. Mnoz-
stvi nitrovanych tyrosinovych residui je ale daleko mensi
neZ u jinych proteind krevni plasmy'. Jestlize je protein
lokalizovan v blizkosti mista vzniku nitra¢nich ¢inidel,
bude se s vysokou pravdépodobnosti nitrovat. U fady bu-
nécnych modell byla prokdzéna prostorova asociace mye-
loperoxidasy a nitrovanych proteini'®.

Jeden z moznych mechanismi specifické nitrace je
zalozen na jeji katalyze kovem v aktivnim misté proteinu.
Napf. peroxydusitan miZze proniknout do aktivniho mista
Cu, Zn nebo Mn-superoxiddismutasy, kde reaguje s kovo-
vym centrem enzymu za tvorby nitracnich ¢inidel v bliz-
kosti tyrosinovych residui vzdalenych od povrchu protei-
nu'’. Selektivni nitrace tyrosinovych residui mize byt
pravdépodobné fizena podobnym mechanismem jako fosfo-
rylace a sulfonace. Kritickym faktorem pro selektivni fosfo-
rylaci tyrosinu je pfitomnost specifické proteinové sekvence,
ktera je rozpoznéna tyrosinkinasou. Tyrosinkinasa rozpozna-
va sekvenéni motiv [K/R]-X-X-X-[D/E]-X-X-X-Y, kde X je
libovolna aminokyselina. Sulfotransferasa nevyzaduje pii-
tomnost specifického peptidu, ale na aminokyseliné pred-
chazejici Tyr musi byt negativni naboj. Dalsi podminkou
pro sulfonaci je absence sterické zabrany. Pfi nitraci jsou
Cys a Met alternativnimi cily pro nitracni ¢inidla a mohou
plisobit jako limitujici faktory pro nitraci blizkych tyrosind.
Blizka lokalizace disulfidovych mistkl je sterickou zabra-
nou pro sulfonaci a zfejmé i nitraci tyrosinu'®"°.

2.3. Reverzibilita nitrace a odbouravani nitrovanych
proteint

Nitrace proteinli nastivad za normalnich fyziologic-
kych podminek a ovliviiuje funkci mnoha proteini. Aby
mohla byt nitrace povaZovana za regulacni mechanismus
biologické aktivity proteintl, je nutna existence mechanis-
mil zaru€ujicich reverzibilitu této kovalentni modifikace.
Analogicky s aktivitou fosfatas byla navrzena moznost
katalyzy denitracni reakce specifickym enzymem denitra-
sou (nitratasou). Denitrace proteinovych nitrotyrosini by
méla hypoteticky vést k obnové tyrosinu a odstépeni du-
si¢nanového aniontu?®. Pfitomnost denitrasové aktivity
byla detegovana v krevni plasmé®', sleziné a plicich™.
Jako jediny potencialni substrat denitrasy in vivo byl dopo-
sud identifikovan histon H 1.2 (cit.”’) a identita a reak&ni
mechanismus enzymu zatim zUstava neznamou.

Pro odstranéni nitrovanych proteinit mohou biologic-
ké systémy vyuzivat kromé denitrace i takové mecha-
nismy, které pfeméni nitrotrosin na aminotyrosin, coz mu-
ze vést k navratu aktivity nékterych proteinti a bunécné
obnové (obr. 4). Redukei nitroskupiny na aminoskupinu
dochazi ke zvySeni pK, na hodnotu 10, coz miiZze obnovit
piistupnost proteinti pro pasobeni tyrosinkinas®'*.

U vétsiny nitrovanych proteint je ale upfednostiiova-
na jejich proteolyticka degradace, ktera oproti nemodifiko-
vanym proteinim probihd rychleji. Urychlena degradace
lehce oxidovanych proteinti je normalni funkci bunky, ale
u silné¢ nitrovanych a oxidovanych proteind dochézi
k tvorbé proteinovych agregati, které jsou Spatnymi sub-
straty proteas a Gi¢innost odbouravani je tak snizena’.
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peroxydusitan
(ONOO")

:
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li protein-Tyr-NO, ————

GSH, dalsi redukéni latky

:

protein-Tyr-NO,- redukujici komplex,
dal§i intermediaty

:

enzymova, neenzymova redukce enzymova denitrace

: :

protein-Tyr-NH, protein-Tyr
(mozné obnoveni enzymové aktivity) (obnoveni puvodni enzymové aktivity)

Obr. 4. Schéma vzniku nitrovanych proteini a jejich metabo-
lismu denitraci nebo redukei; upraveno podle cit.>*

3. Vyznam nitrace proteini

Oxidativni, zanétlivé, mutagenni a cytotoxické vlast-
nosti peroxydusitanu jsou odlisné v porovnani s prevazné
antioxidacnimi a protizanétlivymi vlastnostmi jeho prekur-
zoru NO. Toxicita peroxydusitanu souvisi nejen s modifi-
kaci proteind, ale také peroxidaci lipidi a poskozenim
nukleovych kyselin. Za normélnich fyziologickych podmi-
nek je vSak peroxydusitan vychytavan vétSinou nizkomo-
lekularnich antioxidantd. Pro plisobeni peroxydusitanu
v burikach je vyznamna jeho hydrofobicita, diky které¢ mu-
ze prochézet lipidovymi membranami a zprostfedkovavat
nitraci v hydrofobnim prostiedi, bunénych membranach,
organelach a lipoproteinech®.

3.1. Specificka nitrace proteini v mitochondriich

K nitraci proteinli dochazi synergickym pisobenim
reaktivnich forem kysliku a dusiku vznikajicich ve zvyse-
né mife pfi mitochrondridlni respiraci. Komplexy I a III
respiracniho fetézce produkuji superoxid jako vedlejsi
produkt redoxnich pochodl. Tento d€j nastava v piipade,
jestlize redukované formy flavind, Fe-S center nebo semiu-
bichinolové radikély reaguji s molekuldrnim kyslikem. Za
patologickych podminek dochazi v mitochondriich snadno
k tvorbé peroxydusitanu kvuli zvySené syntéze NO a supero-
xidu. NO miize byt vytvofen pifimo v mitochondriich, kde je
pritomna specifickd mitochondrialni forma NO syntazy,
nebo miize do této organely vstupovat z cytosolu®.

V mitochondriich peroxydusitan zptsobuje inhibici
energetického metabolismu, naruSeni distribuce véapniku
a otevieni poru permeability mitochondridlni membrany.
Peroxydusitan také poSkozuje mitochondrie modifikaci
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DNA a lipidt a Gcastni se tak pochodt vedoucich k bunéc-
né smrti”’. Psobeni peroxydusitanu bylo studovano na
enzymové urovni u komplexu I, II, III a ATPasy. Bylo
zjisténo, Ze peroxydusitan zpiisobuje Uplnou inhibici kom-
plexu I, II a ATPasy, ¢astecnou inhibici komplexu IV a ma
maly vliv na aktivitu komplexu III. Protoze kazdy z téchto
komplexti obsahuje fadu tyrosini a cysteint, ovlivnéni
jejich aktivity je spojeno s reaktivitou jednotlivych residui
a jejich Gcasti v enzymové funkci. Bylo zjisténo, Ze irever-
zibilni inhibice komplexu I je zplsobena specifickou mo-
difikaci tyrosinovych residui. Ackoliv komplex I obsahuje
4546 raznych podjednotek, byla nalezena modifikace
tyrosinu pouze u péti z nich, pficemz dv€ z nich se ptimo
Gcastni enzymové funkce®.

Za podminek rychlé tvorby ROS a NO také dochazi
k nitraci Mn-superoxiddismutasy a cytochromu c, ktery se
v mitochondrii vyskytuje ve vysoké koncentraci. Nitrace
cytochromu ¢ muze slouzit jako marker mitochondridlniho
poskozeni nitra¢nim stresem a je soucasti signalniho me-
chanismu vedouciho k aktivaci kaspas a zahajeni bunécné
apoptozy”.

3.2. Vztah nitrace a fosforylace v signalnich
drahach bun¢k

Nitrace tyrosinu zpusobuje snizeni pK, hydroxylové
skupiny z 10,1 na 7,2, coz mize vést ke zméné struktury
a funkce proteint. Nasledkem této modifikace dochazi
nejcastéji ke sniZeni aktivity nebo biologické funkce pro-
teind, ale v nékterych piipadech se mize enzymova aktivi-
ta zvysSit nebo funkce daného proteinu nemusi byt vitbec
ovlivnéna. Jednim z biologickych procest, které nitrace
gasto ovliviiuje, je fosforylace tyrosinovych zbytkd®. Nit-
race a fosforylace tyrosinovych residui mohou byt navza-
jem kompetitivnimi procesy v zavislosti na lokalni kon-
centraci RNS. Bylo zji§téno, Ze tyrosinova fosforylace je
odpovédi na mirné oxidujici podminky vyvolané peroxy-
dusitanem. Tento d&j nastava, jestlize je koncentrace pero-
xydusitanu v builce mikromolarni. Pokud je hladina pero-
xydusitanu milimolérni, je znemoznéna tyrosinova fosfo-
rylace, dochazi k nitraci tyrosinovych residui a nasledné
k inhibici bunéénych odpovédi zavislych na fosforylaci
tyrosinu a zahajeni apoptické kaskady?’.

Nitrace inhibuje cyklickou pfeménu tyrosinovych
residui proteinti signalnich drah mezi fosforylovanym
a nefosforylovanym stavem. Navazanim nitroskupiny na
tyrosin muze dojit k zabranéni jeho fosforylace, napf.
u cyklindependentni kinasy (EC 2.7.11.1) nebo je znemoz-
néno spojeni podjednotek proteinu, ktery poté zlstava
inaktivni, napf. nitrace regulac¢ni podjednotky p85 enzymu
inositol-3-kinasy (EC 2.7.1.64) inhibuje jeji spojeni s kata-
lytickou podjednotkou p110 (cit."**"). Dalsim dé&jem, ktery
meéni stav tyrosinovych zbytkd v signalnich kaskadach, je
inhibice fosfatasové aktivity, ¢imz dochézi k naruSeni re-
gulace pfenosu signalu v bufice nasledkem zvysené fosfo-
rylace tyrosintl.

Nitrace v nékterych piipadech muze simulovat fosfo-
rylaci, protoZe tato modifikace vede k pfidani negativniho
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Obr. 5. Nitrace a fosforylace tyrosinovych residui u Src kinas;
upraveno podle cit.*?

naboje s podobnou elektronovou hustotu. Vliv nitrace ty-
rosinovych residui na aktivitu proteini byl zjiStén
u Src kinas (EC 2.7.10.2), kdy nitrace tyrosinovych residui
v Src kinase miize regulovat jejich aktivitu. Nitrace tyrosi-
nu 527 v C-koncovém regula¢nim regionu Src kinas vede
k destabilizaci uzaviené inaktivni formy, nasledné fosfory-
laci tyrosinu 419 lokalizovaného v kinasové doméné
a prechodu na aktivni formu enzymu“‘3 2 (obr. 5).

3.3. Nitrace proteint pfi patologickych stavech

Soucasné poznatky ukazuji na pfimou souvislost mezi
zvySenym oxidativnim a nitraCnim stresem a iniciaci
arozvojem nékterych dulezitych patologickych procesi.
Zvysena nitrace je zpisobena zvySenou tvorbou reaktiv-
nich nitracnich ¢inidel, ¢asto spojend se zvySenou aktivi-
tou indukovatelné formy NO synthasy. Soucasné jsou po-
zorovany snizena kapacita detoxifikacnich systémd, které
za normalnich podminek udrzuji nizkou hladinu oxidac-
nich a nitranich ¢inidel, a sniZzena aktivita systémut odbou-
ravajich nitrované proteiny®''. Zvy3ena nitrace proteint
doprovazi proces starnuti organismu a rozvoj fady degene-
rativnich chorob jako Parkinsonova, Alzheimerova a Hun-
tingtonova choroba a amyotrofni lateralni skler6za, kde je
mozno imunohistochemickymi metodami prokazat zvyse-
né mnozstvi nitrovanych proteini lokalizovanych
v postizenych tkanich nervové soustavy™. V ptipadé dopa-
minergnich neurontl postizenych pfi Parkinsonové chorobé
byla prokazana specificka oxidace a nitrace nékolika pro-
teind, které vedou ke zméné jejich biologické aktivity
a ovliviiuji postup a rozvoj neurodegenerativni choroby®.
Peroxydusitan je povazovan za dilezitého Cinitele rozvoje
také dalSich poruch v kardiovaskularnim, dychacim a imu-
nitnim  systému.  Snizeni hladiny peroxydusitanu
s vyuzitim specifickych lapaci, jako napft. kyseliny moco-
vé, predstavuje do budoucna slibny farmakologicky postup
pii 16€bé téchto chorob®. Nitrované proteiny jsou detegova-
ny v mnoha tkanich i za nepatologickych podminek, napt. v
kardiovaskularnim systému, myocytech, endotelidlnich bun-
kach a fibroblastech’. Uloha nitrovanych proteinti za fyzio-
logickych podminek neni ale dosud zcela objasnéna.
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4. Metody analyzy nitrovanych proteini

Analyza nitrovanych proteind je zaloZena na specific-
ké detekci nitrotyrosinové skupiny s vyuzitim imunoche-
mickych nebo hmotnostné-spektrometrickych metod.
Zvlastni pozornost je potfeba vénovat pripraveé analyzova-
ného vzorku, protoze vyskyt nitrotyrosinu mtize byt vyrazné
zvysen in vitro vznikem nitra¢nich ¢inidel pfi rozkladu dusi-
tani v kyselém prostiedi, napf. béhem kyselé hydrolyzy
proteinti nebo pii pouZiti kyselych mobilnich fazi pii kapali-
nové chromatografii. Naopak ¢asto pouzivané silné reduku-
jici latky v extracnich pufrech, jako napt. dithiothreitol, mo-
hou vést k redukei nitroskupiny na aminoskupinu’’.

Imunochemické metody vyuZzivaji komeréné dostupné
polyklondlni a monoklonalni protilatky proti proteinové
vazanému nitrotyrosinu. Monoklonalni protilatky na nitro-
tyrosin se obecné vyznacuji vyssi specifitou, ale slabsi
imunoreaktivitou. Imunochemicka detekce nitroTyr mtze
byt snizena, pokud bcéhem zpracovani vzorku dochazi
k jeho pfeméné na aminotyrosin nebo tyrosin, které nejsou
priméarnimi protilatkami rozpoznavany°. Pro kvantifikaci
nitrovanych proteinii ve vzorku mohou byt pouzita rizna
usporadani metod ELISA nebo separa¢ni metody jedno-
a dvourozmérné gelové elektroforézy s naslednym bloto-
vanim proteini na teflonovou ¢i nitrocelulosovou membra-
nu a jejich detekci anti-nitroTyr protilatkami. Vzhledem
k omezené specifit¢ imunohistochemické detekce je moz-
no piitomnost nitrovanych proteintt ve vzorku nasledné
potvrdit hmotnostni spektrometrii’’.

Identifikace nitrovanych proteintt se provadi hmot-
nostni spektrometrii, pfiCemz nejcastéji pouzivanou meto-
dou je kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii nebo MALDI-TOF analyza®*.
Identifikace proteinti se potvrzuje srovnanim namétenych
hmotnosti tryptickych peptida s daty v dostupnych databa-
zich. Pfi analyzach nitrace se vyuziva typického nartstu
hmotnosti tryptickych §tépt peptidit obsahujicich nitrova-
né tyrosiny o 45 Da odpovidajicich pfidané nitroskuping.
Vyuziti MALDI-TOF MS pro identifikaci nitrovanych
proteint je znaéné omezeno, nebot’ pii ioniza¢nim procesu
dochézi k fotodekompozici nitroTyr, ktera je zplsobena
ztratou jednoho nebo dvou kyslikovych atomu. Proto jsou
v hmotnostnim spektru zaznamenany mensi piky ve srov-
nani s intaktnim peptidem, ktery je pouZivan jako vzor pro
rozpoznani peptidi s nitroTyr*’.

Vzhledem ke zminénym nevyhoddm pfi analyze
MALDI-TOF MS je vhodnégjsi LC-MS analyza. Tryptické
Stépy jsou obvykle separovany na kapildrni kolon€ s re-
verzni fazi, ionizovany elektrosprejem a v detektoru analy-
zovéany tandemovou hmotnostni spektrometrii. Identifikace
nitrovanych peptid mize byt pfi chromatografické sepa-
raci navic podpofena jejich specifickou detekei pfi
340 nm. Uspé$nost identifikace nitrovanych tyrosint
v jednotlivych proteinech i jejich komplexnich smésich 1ze
dale zvysit redukei nitroskupiny na aminoskupinu a jeji
acetylaci, které zvysuji fragmentaci tryptickych peptidi pti
disociaci indukované kolizi a tim i spéSnost identifikace
peptida v databazich proteinovych sekvenci®'.
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5. Zavér

Nitrace tyrosinu je dilezitou posttranslacni modifika-
ci proteinti, pfi niz s aminokyselinovymi zbytky reaguji
nitra¢ni ¢inidla. Mezi nejvyznamnéjsi patii oxid dusnaty,
oxid dusi€ity, peroxydusitan a latky odvozené od dusitanu.
Tyto slouceniny reaguji s tyrosinem za vzniku nitroTyr.
Mira nitrace proteind je v biologickych systémech citlivé
regulovana. Navazanim na nitroskupiny na tyrosin se mu-
ze ménit konformace modifikovanych proteint. Tato mo-
difikace tedy v nékterych ptipadech slouzi k regulaci enzy-
mové aktivity a pfenosu signalu v bufice. Poznatky o iden-
tit¢, lokalizaci, funkci a mechanismu vzniku nitrovanych
proteintl jsou zndmy pouze u zivocichi, zatimco u rostlin
je tato problematika teprve v pocatcich.

Tato prace byla podporena vyzkumnym zdmérem
MSM 6198959215.

Seznam zkratek

nitroTyr 3-nitrotyrosin

NO oxid dusnaty

RNS reaktivni formy dusiku
ROS reaktivni formy kysliku
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Protein nitration and nitrosylation have recently
emerged as important post-translational modifications of
proteins. This review summarizes the current knowledge
of nitration of tyrosine residues in proteins and the
sources, fates and roles of nitrated proteins in vivo. Tyro-
sine residues are nitrated to 3-nitrotyrosine residues by
reactive compounds like nitric oxide, nitric dioxide, per-
oxynitrite and nitrite metabolites as well as by other reac-
tive nitrogen and oxygen species. Peroxynitrites are
probably the most important nitration agents in vivo,
though other nitrations have also been described. The
introduced nitro group influences pK, of the tyrosine resi-
due and its accessibility to phosphorylation as well as
protein structure, stability and biological activity. The
enhanced nitration of proteins is a consequence of
a higher production of reactive nitrogen and oxygen spe-
cies and/or their lower scavenging. Nitratd proteins are
observed in many cardiovascular, neurodegenerative and
inflammatory pathologies. The nitrated proteins can be
detected by immunohistochemical methods in situ or de-
tected and identified by chromatography and mass spec-
trometry.



