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Cile préce
V ramci teoretické Casti bylo cilem vypracovat literarni reSerSi aktudlnich znalosti
o funkci oxidu dusnatého v imunité hmyzu, se zaméfenim na Glohu oxidu dusnatého

v interakcich hmyzu s virovymi, bakterialnimi a houbovymi patogeny.

Cilem v experimentalni ¢asti bylo testovani metod stanoveni enzymu ve vzorcich hmyzu
a dale studium zmén metabolismu oxidu dusnatého pii vystaveni véel modelovym

patogentim.



1 Uvod

NO je mald plynna signéalni molekula. Vzhledem k tomu, ze se vyskytuje ve formé
volného radikdlu, mad pomérné kratkou dobu zivota. Diky jeho malé velikosti
a lipofilnimu charakteru snadno difunduje pfes bunécné membrany a stava se tak
biologicky aktivnim poslem. V aerobnim prostiedi pak reaguje s O, za tvorby
dusitanovych a dusi¢nanovych aniontt (Bogdan, 2015). Jako volny radikal také reaguje
se superoxidem za tvorby reaktivnich forem dusiku (RNS), jako jsou napfiklad
peroxynitrit nebo oxidy dusiku (Goldstein a Merenyi, 2008). RNS pak hraji velkou roli
VvV ramci signalnich drah NO, a to prostfednictvim posttransla¢nich modifikaci cilovych
proteini. Mezi nejvyznamnéj$i posttranslacni modifikace proteini spojené s NO patii
S-nitrosace cysteinovych thiold a nitrace tyrosinii nebo histidind (del Rio, 2015). NO
muze byt v bunice produkovan pomoci celé fady enzymovych i neenzymovych reakci.
Biosyntéza NO s vyuzitim enzymu NO synthasy (NOS) probiha u bezobratlych,
obratlovct i bakterii. U rostlin nebyla zatim pfitomnost tohoto enzymu potvrzena (Mur
et al., 2013; Kolbert et al., 2019). NOS jsou pomérné velké enzymy obsahujici vazebna
mista pro hem a kofaktory. Mezi tyto kofaktory patii flavinadenindinukleotid (FAD),
flavinadeninmononukleotid  (FMN),  nikotinamidadenindinukleotid ~ (NADPH)
a tetrahydrobiopterin (BHa).

Na rozdil od obratlovcii se u bezobratlych nachazi pouze vrozend imunita, ktera
zajistuje veskerou imunitni odpovéd’. Jednim z mechanismli vrozené imunity je tvorba
reaktivnich kyslikovych a dusikovych metaboliti. Tento mechanismus Ize nalézt jak
u bezobratlych, tak u obratlovct. Imunitni systém hmyzu mizeme rozdé€lit na bunécnou
(fagocytoza, enkapsulace a nodulace) a latkovou (syntéza antimikrobialnich peptidd
a fenoloxidasova kaskada) slozku. Jednim z dalezitych mechanisma obrany vcel proti
viram je RNA interference. Aktivace latkové odpovédi a nasledna produkce
antimikrobialnich peptidd je fizena rlznymi signalnimi drahami jako je JAK/STAT
draha, JNK draha, MAPK a NF-kB zprosttedkovana Toll a Imd draha (McMenamin et
al., 2018). NO signalizace hraje dulezitou roli v obrané hmyzu pfi infekcich zpisobenych
viry, bakteriemi, prvoky a dal§imi mnohobunéénymi organismy. NO také plisobi jako
nespecificka cytotoxicka molekula, kdy jeho pfeménou vznikaji reaktivni molekuly, které
se podili na poSkozeni DNA, proteint a lipida (Rivero, 2006; Hillyer a Estévez-Lao,
2010). NO mize také prostiednictvim S-nitrosace pusobit na funkci proteind a ovliviiovat

tak imunitni odpoveéd’ (Foster et al., 2003).



S-nitrosoglutathion, jakozto S-nitrosovany derivat nejhojnéji zastoupeného bunécného
thiolu glutathionu, je z&sobni formou NO a je také dilezitou soucasti NO signalizace.
S-nitrosothioly podléhaji degradaci nékolika zptisoby. Mezi neenzymové zpusoby fadime
homolyticky rozklad S-N vazby, fotolytické S$tépeni S-N vazby nebo degradaci
zprostiedkovanou kovovym iontem. Alternativni, dobfe prostudovany mechanismus
rozkladu S-nitrosoglutathionu zahrnuje jeho reakci s ostatnimi thioly, kdy dojde
k prenosu nitroso skupiny. Tato reakce je oznacovana jako transnitrosace (Broniowska et
al., 2013). Denitrosace neboli odstranéni NO skupiny primarné zthiolu cysteint
v postrannim  fetézci proteini je dulezitou soucasti signalizace NO. Drtive
se predpokladalo, Ze tento proces probihd spontanné¢ a neni regulovan. Pozdéji bylo
zjisténo, Ze je katalyzovan enzymy a podléha regulaci (Benhar et al., 2009). Narozdil od
NO, jehoz vznik, funkce a zapojeni v imunitnich reakcich jsou u hmyzu dlouhodobé
studovany, tak informace o vyskytu S-nitrosace, S-nitrosoglutathionu a enzymu
S-nitrosoglutathionreduktasy nejsou u hmyzu pfili§ znamé. Jednim z cili této diplomoveé

prace je proto rozsitit tyto informace.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Oxid dusnhaty

NO je mala plynna signalni molekula, ktera se diky pfitomnosti jednoho neparového
elektronu na 2 ©* protivazebném orbitalu fadi mezi radikaly. Vzhledem k tomu, Ze se
vyskytuje ve form¢ volného radikdlu (NO-), md pomérné kratkou dobu zivota. Jeho
stabilita vSak zavisi na vlastnostech a slozeni prostiedi. V aerobnim vodném prostiedi je
jeho doba Zivota n€kolik sekund, v prostiedi s nizkou koncentraci kysliku je stabilng;si
a doba zivota mize byt az 15 sekund. Diky jeho malé velikosti a lipofilnimu charakteru
NO- snadno difunduje pifes bunécné membrany a muze tak plnit funkci biologicky
aktivniho posla. V aerobnim prostiedi pak reaguje s O za tvorby dusitanovych (NO2)
a dusi¢nanovych (NO3") aniontd (Bogdan, 2015). Jako volny radikal také reaguje se
superoxidem (O2") za vzniku RNS, jako jsou napiiklad peroxynitrit (ONOQO") nebo oxidy
dusiku (NOy, N2O3) (Goldstein a Merenyi, 2008). RNS pak hraji velkou roli v ramci
signalnich drah NO, a to prostfednictvim posttransla¢nich modifikaci cilovych proteind.
Mezi nejvyznamnéjsi posttransla¢ni modifikace proteini spojené s NO patii S-nitrosace

cysteinovych thioll a nitrace tyrosinti nebo histidini (del Rio, 2015).

2.1.1 Biosyntéza NO

NO muze byt v buiice produkovan celou fadou enzymovych i neenzymovych reakci, a to
Vv zavislosti na mist¢ vzniku a podnétu pro tvorbu NO. Biosyntéza NO s vyuzitim enzymu
NO synthasy (NOS, EC 1.14.13.39) probihd u bezobratlych, obratlovct i bakterii.
U rostlin nebyla zatim pfitomnost tohoto enzymu jednozna¢né prokazana (Mur et al.,
2013; Kolbert et al., 2019). Mezi neenzymové zdroje NO fadime dusitany nebo
S-nitrosothioly (RSNO). Tvorba NO z NO2™ probiha v bunice pfi snizeném pH a je
urychlovana pfitomnosti reduktanti. Za podminek hypoxie dochédzi v tkéanich ke
hromadéni takto vzniklého NO, a ten se pak vaze na rtizné hemové proteiny. Naptiklad
u Clovéka pii ischemii ¢i Grazovych stavech, kdy dochazi k acidoze a hypoxii, tento
zpusob vzniku NO pievazuje nad enzymovou tvorbou pomoci NOS. Tento mechanismus
neenzymové tvorby NO ma dulezitou tlohu v ramci pochopeni mechanismu vyvoje
urcitych patologickych stavii a nasledné 1é¢by danych onemocnéni (Zweier et al., 1999).
Jelikoz vazba S-NO u RSNO je silné polarizovand, mizZe dojit k snadnému uvolnéni NO
z nestabilnich RSNO. Nejcasté&jsimi produkty rozkladu RSNO je NO a ptislusny disulfid
(Jahnova et al., 2013).



2.1.1.1 NO synthasa

Rodina enzymul, které tvoii NO oxidaci L-argininu, jsou zndmy jako NOS. Jedné se o
velké dimerni enzymy obsahujici vazebna mista pro hem a kofaktory. Mezi tyto kofaktory
patii FAD, FMN, NADPH a BHs. NOS komplex se sklad4d z oxygenasove
a reduktasové domény (Davies, 2000). Katalytickd oxygenasova doména obsahuje
hemovou skupinu, BH4 a vaze substrat L-arginin. Reduktasovad doména obsahuje vazebna
mista pro FAD, FMN a NADPH. Komplex kalmodulinu a Ca?* iontu se u endothelialni
a neuronalni NOS vaze v regula¢nim misté mezi dvéma doménami a usnadiiuje proces
prenosu elektront (Kavya et al., 2006; Obr. 1). U indukovatelné NOS je kalmodulin
pevné vazan a aktivita neni zavisla na koncentraci Ca2*. Pfi oxidaci L-argininu nejdiive
dochazi kzaclenéni molekularniho kysliku do nestabilntho  meziproduktu
N®-hydroxy-L-argininu. Béhem této reakce dochazi k uvolnéni elektroni z NADPH za
vzniku NADP™ a koneénymi produkty reakce jsou L-citrulin a NO (Schmidt et al., 1996;
Obr. 2).

Citrullin NO

NADP+

Oxygenasova (katalytickd) doména Reduktasovd doména

L-Arginin

Pienos elektroni

Tetrahydrobiopteri

Ca2+ NADPH

Obr. 1 Reakéni schéma tvorby NO enzymovym komplexem NOS. Ze substratu L-argininu,
molekularniho kysliku a NADPH je tvofen L-citrulin a NO pres intermediat N“-hydroxy-L-
arginin. Katalytickhi doména enzymu svazebnym mistem pro substrat obsahuje hem,
tetrahydrobiopterin a je aktivni jako dimer. Kofaktory FAD, FMN a NADPH se vazou
k reduktasové doméné enzymu. Ca*/kalmodulin usnadiiuje pienos elektronli mezi obéma
doménami (ptevzato a upraveno podle Davies, 2000).
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NH, HO NH, 0

AN
H2N+Z< N=—= H2N~/<
NH NADPH + O, NH ( 1/2 NADPH + O, NH
C NADP ™ + H,0 1/2 NADP" + H,0

Y

L-Arginin Nw-hydroxy-L-Arginin L-Citrulin

Obr. 2 Reakéni mechanismus tvorby NO z L-argininu katalyzované enzymem NOS. Ze substratu
L-argininu, molekularniho kysliku a NADPH je tvofen L-citrulin a NO pres intermediat
N®-hydroxy-L-arginin.

NOS jsou kddovany velkou multigenovou rodinou a vyskytuji se v nékolika
isoforméach. U obratlovct byly identifikovany 3 geny: NOS1, NOS2 a NOS3. Konzervace
struktury exond a introntt u vSech tii lidskych genti naznacuje, Ze tyto geny pochazi
Z jednoho ptivodniho genu (Hall et al., 1994). NOS isoformy byly nejdiive pojmenovany
podle druhu tkané, ve které byly pivodné popsany, jako endotelialni NOS (eNOS)
a neuronalni NOS (nNOS). Tyto dvé isoformy jsou také oznaCovany jako konstitutivni
(cNOS), jsou soucasti bazalniho metabolismu buiiky, jsou exprimovany kontinualné,
a tudiz je produkce NO katalyzovand cNOS konstantni a pomérné mala (Rivero, 2006).
Indukovatelné, nékdy také oznaované jako makrofagové NOS (iNOS), jsou ve velké
mife syntetizovany fagocyty jako odpovéd na prozanétlivé cytokiny pii infekcich.
Katalyzuji produkci velkého mnozstvi NO az do vyCerpani substratu L-argininu
(Alderton et al., 2001). Riazné bunky a tkané mohou obsahovat soucasné nékolik
aktivnich isoforem NOS, které mohou byt jak konstitutivni, tak indukovatelné

(Forstermann et al., 1998).

2.1.1.2 Hmyzi NO synthasa

NOS je u hmyzu povazovana za hlavni enzymovy zdroj NO a v hmyzich genomech byla
nalezena pouze jedna kopie genu NOS (Davies, 2000). V prvotnich studiich byla cDONA
NOS klonovana u ¢ty druhi hmyzu: octomilky obecné (Drosophila melanogaster;
Regulski a Tully, 1995), zakeinice (Rhodnius prolixus; Yuda et al., 1996), koméara rodu
Anofeles (Anopheles stephensi; Luckhart et al., 1998) a lisaje tabakového (Manduca
sexta; Nighorn et al., 1998). Klonovani NOS z octomilky (dNOS) odhalilo rozsahlé
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podobnosti s zivo¢isnou NNOS/NOS1, jak na drovni sekvence DNA, tak
i aminokyselinové sekvence proteinu. Heterologni exprese dNOS prokazala, Ze aktivita
dNOS je zavisla na Ca?*/kalmodulinu (Regulski a Tully, 1995). Sekvence hmyzich NOS
obecné vykazuji vysokou podobnost s NOS1 genem (az 49 %) v porovnani s eNOS/NOS3
(44% podobnost) a NNOS/NOS2 (47% podobnost) (Luckhart a Rosenberg, 1999).
Analyzou proteinovych sekvenci hmyzich NOS byly objeveny rozséhlé oblasti se 100%
podobnosti s isoformami NOS u obratlovet. Tato mista zahrnuji vazebna mista pro
kalmodulin a kofaktory FAD, FMN a NADPH. NOS je u octomilky jednim z nejvétsich
proteind, obsahuje rozsahlé polyglutaminové sekvence v blizkosti N-konce. Zajimavosti
je, Zze N-koncové oblasti jsou u rtiznych druhtt hmyzu navzdjem nejméné podobné.
Naopak konzervované sekvence mezi riznymi druhy a jejich podobnost s konstitutivni
nNOS naznacuje, ze vSechny ¢leny hmyzi rodiny NOS jsou regulovany podobnym
zpusobem. Aktivita NOS u rodu Anopheles se zvysSuje pii infekci, coz je priklad toho,
ze aktivita NOS muiize byt za uréitych podminek u hmyzu také indukovatelna (Luckhart
a Rosenberg, 1999).

Mdller (1994) provedl experiment s vyuzitim aktivity tzv. NADPH diaforasy
(NADPHd; EC 1.6.99.1), jako markeru pro bunky exprimujici aktivni NOS. Jedna se o
nespecifickou enzymovou aktivitu, kdy NOS katalyzuje pfenos elektroni z NADPH na
umély akceptor, jehoz redukci vznikd barevny produkt, ktery Ize sledovat napf.
mikroskopickymi metodami. V této studii byl zkouman vztah mezi NADPHd a NOS
v nervove tkani u véely a octomilky. Provedenim nékolika experimentt, napiiklad
S vyuzitim nitrotetrazoliové modfi jako akceptoru elektroni pro NADPHd bylo
potvrzeno, ze NADPHAd aktivita u hmyzu odpovidd ptitomnosti NOS. Co se tyce
vlastnosti zkoumané hmyzi NOS, v piitomnosti 100 pmol.I'? NADPH a 50 nmol.I*
kalmodulinu byla pro maximalni stimulaci NOS potiebna koncentrace 1 umol.I* Ca?*.
V ptipadg, kdy koncentrace Ca?* piesahla hodnotu 0,3 mmol.1* se aktivita enzymu snizila
0 30 — 40 %. U této hmyzi NOS byla zjisténa vysoka afinita k L-argininu s hodnotou K
1,9 umol.I" a Viim 1,3 pmol.I na mg proteinu za 1 min. Tyto vysledky byly ve stejném
rozmezi hodnot, jako tomu bylo zjisténo v piipadé NOS u obratlovct (Bredt a Snyder,
1990). Dale bylo zjisténo, ze N©-monomethyl-L-arginin (K, =1,7 pmol.I?)
i N®-nitro-L-arginin (Ki=1,9 pmol.I) jsou efektivnimi kompetitivnimi inhibitory hmyzi
NOS. U obou zastupcti hmyzu byla nejvyssi aktivita NOS v mozkové tkani, zatimco
V hrudni ¢asti byla aktivita NOS a NADPHd vzhledem k celkové aktivité mensi nez 5%.

Vramci mozku pak byla u véely i octomilky nejvy$si aktivita naméfena
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v chemosenzorickém centru tykadlovych lalok a nejmensi v oblasti zrakového centra.
Pozdé&ji bylo prokazano, ze vysoké hladiny NOS v chemosenzorickych oblastech mozku
hmyzu souvisi s funkci NO v ramci ¢ichového vjemu, coz bylo doposud zndmo pouze
u obratlovci. Chemosenzoricky vjem u hmyzu je pfijiman pies tykadla a dale zpracovan
pravé v tykadlovém laloku (Davies, 2000).

Imamura et al. (2002) popsali vlastnosti NOS bource moruSového (Bombyx mori;
BmNOS). Aminokyselinova sekvence BmNOS ukéazala 84% shodu s NOS M. sexta
(Nighorn et al., 1998) a 54% shodu s dNOS (Regulski a Tully, 1995). Imamura et al. 2002
také zjistili, ze gen pro BmNOS je v nizkych hladindch exprimovan konstitutivné
Vv tukovém télisku larvy a u dospélci v hemocytech, Malpighickych trubicich nebo
tykadlech. Naproti tomu lipopolysacharidy silné indukovana exprese tohoto genu byla
nalezena v tukovém télesu, coz znamena, ze BMNOS hraje v rozdilnych tkanich odlisnou
fyziologickou roli. U B. mori byly na trovni proteinti nalezeny dvé rozdilné formy NOS.
V obou ptipadech se jedna o konstitutivni enzymy, ale jedna je Ca?*/kalmodulin zavisla,
zatimco druhé je Ca?* nezavisla, ale kalmodulin zavisla. Bylo zjisténo, Ze aktivity obou
enzymu vyrazné vzrostou béhem posledniho larvalniho stadia pied zakuklenim (Choi et
al., 1995).

U bezobratlych byla tedy prokdzana pouze jedna isoforma NOS, ktera mtize byt jak
konstitutivni (se signalni funkci), nebo indukovatelna (funkce obrannd). V nékterych
piipadech muze mit jedna isoforma obé funkce (Rivero, 2006).

Ve hmyzi hemolymf€ dochazi béhem imunitni odpoveédi k enkapsulaci a nasledné
melanizaci, coz je proces, pii kterém je spotfebovavan kyslik. V hemolymf€ tak mohou
vznikat mista s nizkou koncentraci kysliku, tzv. melandzni kapsule. V téchto mistech
muze uvniti hemocytli dochéazet ke zvySené nitritreduktasové aktivité. Kombinace vyssi
koncentrace dusitanti se zvySenou nitritreduktasovou aktivitou hemocytii béhem tvorby
melan6znich kapsuli mize vést k prudkému zvyseni produkce NO v urcitych mistech
(Komarov et al., 2006). Semenova et al., 2014 provedli experiment, kdy sledovali tvorbu
NO v hemocytech larvy zavije¢e voskového (Galleria mellonella) béhem imunitni
odpovédi. Pozorovali signifikantni narist hladiny NO v hemocytech, do kterych byly
vneseny dusitany o koncentraci 500 pmol.I?. V tomto ptipadé byla rychlost tvorby NO
2 nmol.I't.mint. P¥idavek dusitanti o stejné koncentraci k lyzovanym hemocytiim také
vedl ke zvyseni rychlosti tvorby NO, ktera byla 20-30 nmol.I't.min. Tyto vysledky
poukazuji na pfitomnost nitritreduktasové aktivity pfedev§im uvnitt hemocytu. D4 se tedy

konstatovat, Ze tento zptisob vzniku NO je dilezitym zdrojem i modulatorem tvorby NO
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V hemolymf¢ larvy zavijece voskového béhem imunitni odpovédi. Navic draha redukce
dusitani za vzniku NO je pravdépodobné energeticky vyhodnéjsi nez draha NOS.
Dusitany také mohou byt lehce zavedeny do hmyzi hemolymfy jako souéast potravy
(Semenova et al., 2014).

2.1.2 Reaktivita NO
Reakci NO s reaktivnimi partnery jako jsou napf. reaktivni formy kysliku (ROS), thioly,

lipidové radikaly a pfechodné kovy v hemovych strukturdch dochazi ke zméné jejich
biologické aktivity. Mezi vyznamné posttranslaéni modifikace proteinti spojené¢ s NO
patii nitrosace, nitrosylace ¢i nitrace. Nitrace je pfipojeni skupiny NO2* k aromatické
skupiné, naptiklad pfi nitraci tyrosinu za vzniku 3-nitrotyrosinu. Jako nitrosace se
oznacuje adice nitrosoniové skupiny (NO™) na jinou chemickou skupinu. Nitrosylaci se
oznacuje pripojeni nitrosylové skupiny (NOe¢) kjiné chemické skupiné pomoci
koordina¢né kovalentni vazby. N-nitrosaci je oznaCovana vazba na atomu dusiku
primarnich a sekundarnich aminti a 0znaceni S-nitrosace ¢i S-nitrosylace pak popisuje
vazbu mezi skupinou NO a atomem siry. S-nitrosace a S-nitrosylace jsou reverzibilni,
mistné specifické modifikace proteini. V soucasnosti jsou povazovany za jedny
Z nejdilezitéjSich mechanismti posttranslacnich modifikaci proteinii a regulace jejich
aktivity. Jsou fazeny mezi tzv. redoxni signalni drahy, tedy zaloZzené na redoxnich
zménach molekul. Témito procesy vznikaji RSNO. Vedle proteini podléhaji témto
modifikacim také nizkomolekularni thioly, jako je naptiklad S-nitrosoglutathion
(GSNO). V porovnani s NO maji delsi dobu zivota, in vivo tedy mohou slouzit jako
transportni a zasobni formy NO (Jahnova et al., 2013).

Funkci nékolika specializovanych enzymu jako je NADPH oxidasa (EC 1.6.3.1),
myeloperoxidasa (EC 1.11.2.2) nebo NOS je produkce ROS nebo RNS. Kontrolovany
proces vzniku téchto reaktivnich forem v extracelularnim prostoru byl evoluéné vyvinut
jako soucdst vrozeného imunitniho systému k odstranéni mikrobidlnich patogend.
Nadmérna produkce ROS a RNS vsak mliZe mit nezadouci G€inky, napiiklad poskozeni
tkani. Dalsi skupina enzymil uvoliiuje reaktivni formy intracelularng, pfipadné mohou
vznikat jako vedlejsi produkt metabolickych procest. Napiiklad superoxid je tvotfen
vV mitochondrialnim dychacim fetézci a monooxygenasovou aktivitou cytochromt P450
(CYP). Intracelularni vznik ROS a RNS je duleZitou soucasti intracelularnich signalnich

kaskad regulujicich tadu zakladnich fyziologickych funkci, jako je regulace tlaku
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Vv cévach, syntéza inzulinu, proliferace bunék ¢i diferenciace. Nadmérna mnozstvi
intracelularnich ROS a RNS mohou zptisobovat oxida¢ni poskozeni riiznych biomolekul.
Oxidac¢ni stres znacnou mirou pfispiva k rozvoji chorob, ptedevsim chorob spojenych se
starnutim organismu (Weidinger a Kozlov, 2015).

NO-* muze reagovat se superoxidovym radikalem za vzniku peroxynitritu. Ten je
za fyziologickych podminek nestaly a isomeruje na NOz". Vznik peroxynitritu zavisi
ve velké mife na mnozstvi superoxidového radik&lu dostupného pro reakci s NO (Negri
et al., 2017). Peroxynitrit mize podléhat dalsim reakcim, jako je napiiklad tvorba
kyseliny peroxodusité. Ta nasledné zprostiedkovava fadu oxida¢nich a nitra¢nich reakci.
Mize napiiklad oxidovat thioly, kdy diky vysoké koncentraci glutathionu v organismu
probiha pfednostné prave oxidace glutathionu pied proteinovymi RSNO. Reakci ONOO-
s NO vznikd NO2 a NO2". NO> vznik také ptimou oxidaci NO molekularnim kyslikem.
Jedné se o reaktivni radikal, ktery je vyznamn¢ reaktivnéj$i nez NO. NO2 mize nasledné
rychle reagovat s NO za vzniku N2Os3, ktery se dale G¢astni celé fady nitrosa¢nich reakci.
Dale NO muze reagovat s peroxylovym radikalem (RO¢) za vzniku alkyl-peroxynitritu
(ROONO), s hydroxylovym radikalem (OHe¢) za vzniku kyseliny dusit¢é (HNO2) ¢i
s nitroxylovym aniontem (NO") za vzniku oxidu dusného (N20). NO2, ONOOH, N203
nebo HNO2 mohou zptisobovat nitrosaci, nitraci ¢i deaminaci DNA bazi, ¢imZ se narusuje
struktura a funkce DNA a stava se nestabilni (Tuteja et al., 2004).

Vyznamna ¢ast signalnich funkci NO je zprostiedkovana interakci S ionty
piechodnych kovli v metaloproteinech, zejména tvorbou nitrosokomplextt s Fe ionty
vV hemoproteinech. Mezi diilezité zastupce hemoproteini regulovanych vazbou NO patii
guanylatcyklasa (kap. 2.1.3), akonitasa nebo cytochrom ¢ oxidasa (Tuteja et al., 2004).
Patfi sem i rodina enzymt CYP, kterd je zapojena pti odbouravani cizorodych latek
a ucastni se katabolismu mastnych kyselin, steroidli,, prostanglandini a leukotrient.
Ptsobenim NO na tyto enzymy dochazi k jejich inhibici, ktera mize byt reverzibilni
i ireverzibilni. V ptipadé reverzibilni inhibice je vazbou NO na hemovou skupinu enzymu
znemoznéna nasledna vazba Oa, a tudiZ i samotna enzymova reakce (Wink et al., 1993;
Dacher a Gauthier, 2008). Ireverzibilni inhibice je zprostfedkovana prostiednictvim RNS,
kdy vazbou NO na hemovou skupinu vznika koordina¢ni adukt. Cysteinovy ligand tohoto
aduktu je poté odstranén z koordinaéni sféry zeleza. RNS mohou poté piisobit nitrosaéné
¢i oxida¢né na dany cysteinovy ligand. Pfeména tohoto ligandu brani opétovnému
ptipojeni hemu, coz vede k nevratné inhibici enzymové aktivity (Girvan a Munro, 2016).

Enzymy rodiny CYP byly u hmyzu charakterizovany napt. u octomilky obecné
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(Hovemann et al., 1997). Vyskytuji se ve vSech hmyzich tkanich a podili se napf.
na syntéze a degradaci ekdysteroidti a juvenilniho hormonu. U v¢el CYP zastavaji také
detoxifika¢ni funkci a podili se tak na ochrané v¢el pted pfirodnimi i syntetickymi
xenobiotiky véetné pesticidi (Manjon et al., 2018).

2.1.3 Funkce NO

V nékolika studiich byly popsany dulezité role NO, naptiklad jeho signalni funkce béhem
procesu rozmnozovani, pii procesu uceni a utvafeni paméti, kde plsobi jako
neurotransmiter, nebo také béhem procesu obrany organismu proti cizimu hostiteli
(Davies, 2000). U zivo¢ichti je NO produkovan v perifernim nervovém systému, kde
se podili na vasodilataci a regulaci urcitych gastrointestindlnich, respiracnich
a genitourinarnich funkci. NO je také tvofen pifi imunitnich reakcich, kde se podili
na odstranovani nddorovych bunék a ochrané pied bakteriemi nebo viry (Nussler a Billiar,
1993). Siroké spektrum fyziologickych funkci zprostfedkovanych NO signalizaci, je
fizeno aktivaci riznych isoforem NOS odliSnymi stimuly a rychlou difuzi molekul NO
pies membrany (Davies, 2000).

Principem signalnich G¢inktt NO je jeho interakce s urcitymi reaktivnimi partnery,
¢imz dochazi ke zméné jejich biologické aktivity. Mezi tyto partnery patii napt. ROS,
lipidové radikaly, pfechodné kovy v metaloproteinech a thioly. NO se miize vazat na atom
zeleza hemu v aktivnim misté enzymu guanylatcyklasy (EC 4.6.1.2), ¢imzZ se tento enzym
stava aktivnim a katalyzuje tvorbu cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) z GTP
(Tuteja et al., 2004). cGMP v zavislosti na typu bunky a fyziologickém stavu dale
aktivuje nebo inhibuje cilt, v¢etn¢ cGMP dependentnich proteinkinas (PKG) ¢i
fosfodiesteras (PDE) nebo iontovych kanalka (Vaandrager a de Jonge, 1996; Obr. 3).
Vzhledem k tomu, Ze nékteré formy NOS jsou aktivované Ca®*, signalni mechanismy

vapenatych iontt jsou také zahrnuty v NO signalizaci.
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L-Arginin + O,

L-Citrulin + NO
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Obr. 3 Signalni draha NO zprostfedkovana ¢cGMP. Aktivace NOS a nasledna tvorba NO jako
odpovéd’ na fadu bunéénych signali, podle typu bunky a isoformy NOS. NO nasledné prochazi
pres membrany a aktivuje rozpustnou guanylatcyklasu (sGC) v cilovych bunkach, ¢imz se zvysi
intracelularni hladina cGMP, ktery nasledné aktivuje CcGMP-zavislé iontové kanalky,
cGMP-zavislé proteinkinasy (PKG). cGMP je nasledné odbourdvan na GMP fosfodiesterasou
(PDE; upraveno podle Davies, 2000).

Bylo prokazano, ze NO hraje roli v procesu ¢ichu jak u obratlovct, tak bezobratlych.
Chemosenzoricky vjem u hmyzu je pfijiman pies tykadla, zpracovani a integrace signalu
probiha v tykadlovém laloku (Davies, 2000). U né€kterych zastupct fadu motyld je
v tykadlech vysoce exprimovana NOS, zatimco guanylatcyklasa je exprimovana v oblasti
neuront tykadlového laloku, coZz znamend, Ze komunikace mezi ¢ichovymi receptory
a centry, kde dochazi ke zpracovani signalu, je modulovana NO signalizaci. NO tedy
funguje jako neurotransmiter v centralnim nervovém systému a tykadlovém laloku
u n€kterych druht hmyzu, jako je octomilka obecna, liaj tabadkovy, sarance pustinna
(Schistocerca gregaria) nebo vcela medonosna (Apis mellifera; Nighorn et al., 1998).
U octomilky a liSaje se NO také podili na vyvoji nervového systému (Gibbs a Truman,
1998).
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Nekteré druhy hmyzu byly také vyuzity ke studiu NO signaliza¢nich procesu v ramci
zrakového vjemu. U S. gregaria byla NOS lokalizovana v sitnici a optickém laloku
(Davies, 2000).

Hmyz zivici se krvi vyuziva slinné antikoagula¢ni slouceniny, které inhibuji agregaci
krevnich desticek a vazokonstrikci u svého hostitele. U nekterych zastupct byly
prokazany slinné vazodilatatory nitroforiny, které se skladaji z hemového proteinu, ktery
skladuje a prenasi NO. Kdyz hmyz kousne svého hostitele, dojde k uvolnéni histaminu,
coz vyvola imunitni reakci. Komplex nitroforinu s NO interaguje S uvolnénym
histaminem, ¢imz dojde k uvolnéni NO do rany, kde pisobi jako vazodilatant
a antikoagulator (Valenzuela et al., 1995).

NO ma také signalni roli v Malpighickych trubicich octomilky (Dow et al., 1994).
Jednd se o Zlazy s osmoregulacni a exkre¢ni funkci, které jsou urcitym prototypem
genetického modelu epitelu transportujiciho tekutiny. Bylo prokazano, Ze slouceniny
uvoliujici NO stimuluji transport tekutiny pies tyto zlazy a také zvysSuji hladiny cGMP
uvniti buniky. V téchto tkanich jsou také exprimovany dalsi cile signaliza¢ni drahy NO
a cGMP, v¢etn¢ PKG. Kone¢nym bodem signalni drahy NO/cGMP stimulované
v Malpighickych trubicich pusobenim pomoci neuropeptida je stimulace ATPasy typu
V na apikalni stran¢ membrany, ¢imz dojde ke zvySeni sekrece tekutin (Davies et al.,

1995).
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2.2 Imunita hmyzu

Hmyz se brani proti cizim organismiim dobfe vyvinutym vrozenym imunitnim systémem.
Na zakladni trovenn obrany fadime fyzikalni bariéry, které brani vstupu patogenu do
organismu. Radime sem kutikulu, stény trachei nebo stény traviciho traktu (Danihlik a
Pettivalsky, 2015). Imunitni systém systém hmyzu muzeme dale rozdélit na bunéénou
(fagocytoza, enkapsulace a nodulace hemocyti) a humorélni neboli latkovou (syntéza
antimikrobiadlnich peptida, fenoloxidasovd kask&da, lysozym) slozku. Odstranéni
organismil, které proniknou do hmyziho hemocoelu vyzaduje buniky hemolymfy —
hemocyty, u hmyzu nejbéznéji prohemocyty, granulocyty, plazmocyty, sferulocyty
a oenocyty (Lavine a Strand, 2002). Jejich funkci je rozpoznat tyto organismy
a zprostiedkovat danou odpoveéd’ vrozené imunity (Marmaras a Lampropoulou, 2009).
Hemocyty na cizi ¢astici reaguji rychlou aktivaci a naslednou adhezi, kdy na cizim
povrchu vytvaii shluky. Po rozpoznani cizi Castice se hemocyty zacinaji také délit.
Jestlize je Castice mala dojde k fagocytOze, v ptipadé vétsich ¢astic nebo shlukovani vice
mensich ¢astic do jedné vétsi dochazi k enkapsulaci nebo nodulaci. Béhem enkapsulace
hemocyty pfilnou k povrchu cizi ¢astice, nasledné se déli a vytvaii vrstvy hemocyttl, az
dojde k obaleni celé castice. Naslednou sekreci cytotoxickych slouéenin dojde k jejimu
zniceni (Eleftherianos et al., 2009). Humoralni imunitu hmyzu tvoii specifické molekuly,
které se UcCastni imunitni odpovédi. Patii sem napiiklad lektiny, které se vazi
na glykosylované proteiny bakteridlni bunécné stény a spousti tak fagocytozu.
K enzymiim s imunitni funkci patfi lysozym a fenoloxidasa. Pisobenim lysozymu je
hydrolyzovan murein, peptidoglykan grampozitivnich (G*) bakterii (Glifiski, 2001; Evans
et al., 2006). Fenoloxidasa (EC 1.14.18.1) je enzym, ktery v ramci fenoloxidasové
kaskady katalyzuje oxygenaci fenolii na o-difenoly. O-difenoly jsou nasledné oxidovany
na o-chinony, které jsou pak dale polymerovany na barvivo melanin. Tato biochemicka
drdha je aktivovana lipopolysacharidy a peptidoglykany z bakterialni bunééné stény
nebo glukany z hub. Melanin tvofi pfirozenou soucast kutikuly hmyzu a ma také
antimikrobialni funkci (Kanost a Gorman, 1993; Danihlik a Petfivalsky, 2015).
Vyznamnou souc¢dsti humoralni imunity jsou antimikrobidlni peptidy (AMP), jejichz
spektrum U¢inku je hodné Siroké a jsou proto ucinné proti houbam, bakteriim i1 virim
(Cooper, 2006). U hmyzu bylo popsano ptiblizné 200 zastupct téchto peptida (Li et al.,
2012). U v¢el bylo objeveno n€kolik AMP v riznych ¢astech téla, naptiklad v hemolymfe

(apidaeciny, abaecin, defensin a hymenoptaecin), v matefi kasic¢ce (jelleiny, defensin)
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nebo v jedové zlaze (apamin, melittin; Danihlik et al., 2015). Tyto peptidy pisobi tak,
ze se nejdiive navazou na vn&jSi bunénou sténu bakterii, poté proniknou
do mezimembranového prostoru a dale do cytosolu, kde interaguji s DNA, RNA
nebo cilovymi proteiny (Hancock a Chapple, 1999). Timto zptisobem mohou inhibovat
syntézu ¢i skladani proteint nebo jejich enzymovou aktivitu (Otvos et al., 2000; Brogden,
2005).

2.2.1 NO v ramci imunity

NO signalizace hraje dtlezitou roli v obrané pti infekcich zpisobenych viry, bakteriemi,
prvoky a dal§imi mnohobunéénymi organismy. Navic NO také plisobi jako nespecificka
cytotoxickd molekula (Rivero, 2006). To je zptisobeno oxidaci velkého mnozstvi NO
molekul na peroxynitrit a dalsi reaktivni molekuly, které se podili na poskozeni DNA,
proteinu a lipidt (Hillyer a Estévez-Lao, 2010). Vétsina patogenti a parazitl si postupné
vytvotila obranné mechanismy k ochrané pied U¢inky NO. Jednim z vyznamnych
mechanismi je manipulace s hladinami enzymu arginasy u hostitele. ZvysSeni hladiny
tohoto enzymu, jehoz funkci je hydrolyza L-argininu na L-ornithin a mocovinu, vycerpa
timto zpusobem substrat dostupny pro aktivitu NOS. Nasledné¢ dochazi k tvorbé
polyamint, které jsou nezbytné pro rast a diferenciaci paraziti (Obr. 4). Tuto strategii
vyuzivaji napiiklad n€které bakterie nebo prvoci, jako trypanozoma (Trypanosoma),
ni¢ivka (Leishmania) a krevnicka (Schistosoma). Dal§im mechanismem obrany pied
ucinky NO u zivo€ichu je pifipad, kdy parazité piednostné napadaji tkané bohaté
na molekuly podilejici se na odstranéni NO z prostiedi. Takovymi molekulami je
naptiklad hemoglobin nebo myoglobin (Vincendeau et al., 2003). NO miize také piimo
pusobit na funkci proteinti prostiednictvim S-nitrosace, a tak ovliviiovat imunitni
odpovéd’ (Foster et al., 2003). Napiiklad v plicnim epitelu a Jurkat T-bunkach je inhbi¢ni
kB kinasa, enzym zodpovédny za indukci transkripénich faktort NF-xB, inhibovéan

S-nitrosaci (Reynaert et al., 2004).

20



NOS

L-Arginin » L-Citrullin + NO
: / I"\ \
. Arginasa \
‘I‘- . v . NO3; N‘:}_ OOND_’
L-Ornithin  + modovina 2 3 (toxicky)

|
' Ornithindekarboxylasa
|

Y

Putrescin

Obr. 4 Schéma kompetice arginasy a NOS o substrat L-arginin. NO je syntetizovan oxidaci
L-argininu na L-citrulin za katalyzy enzymem NOS. NO je reaktivni radikal, ktery rychle podléha
dalsim reakcim za vzniku stabilnich produktd, jako jsou nitrity, nitraty nebo reaktivni
peroxynitrit. V reakci katalyzované arginasou vznika L-ornithin, ktery mize byt dekarboxylovan
za vzniku polyaminu putrescinu (pfevzato a upraveno podle Rivero, 2006).

Eleftherianos et al., 2014 zkoumali vliv hladiny NO u péti kment D. melanogaster
v odpovédi na bakterialni infekci. Byly pouzity dva druhy patogennich (Photorhabdus
luminescens a Enterococcus faecalis) a dva druhy nepatogennich (Escherichia coli
a Micrococcus luteus) bakterii. Hladiny dusitant jako produktu NO oxidace, které
odpovidaji hladindm NO, byly méfeny spektrofotometricky. Bylo zjisténo,
ze neinfikovani i infikovani jedinci kmene Yellow-White (YW) obsahuji zna¢né nizsi
hladiny dusitand v porovnani s ostanimi kmeny. Dalsi testy s vyuzitim mutantd NOS
potvrdily, Ze nizsi hladiny dusitanti u YW kmene odpovidaji zhorSené schopnosti pteziti
pti bakterialnich infekcich. Piedchozi studie také ukazuji, Ze pozieni bakterii vyvolava
tvorbu NO ve stieve a hemocytech, coz vede k aktivaci produkce AMP v tukovém télisku
(Foley a O"Farrell, 2003). Tento mechanismus je stézejni pro t¢innou imunitni odpovéd’
u larev octomilky proti gramnegativnim (G°) bakteriim.

Zvysena produkce NO u octomilky infikované parazitoidni vosou (Leptopilina
boulardi) spolu se zvysenou produkci Oz ¢ a H202 dokazuji, ze ROS a RNS hraji
dtlezitou roli pfi napadeni organismu. Vykazuji pfedev§im cytotoxické vlastnosti,
ale slouzi také pii ptenosu signalu. Naptiklad u B. mori byla exprese péti geni kodujicich
AMP ovlivnéna inhibitorem NOS L-NAME (N®-nitro-L-arginin  methylester
hydrochlorid), z ¢ehoz bylo odvozeno, ze NO zprostfedkovava aktivaci latkové imunity
(Ishii et al., 2013).
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Carton et al., 2009 zjistili, ze aplikace L-NAME do hemocoelu octomilky pied
vypuknutim infekce vyvolané G- bakterii, tedy inhibice NOS a sniZeni koncentrace NO,
vedlo k vyraznému snizeni preziti octomilek. Nadmérna produkce NO vsak mize
schopnost preziti hostitele snizit. Naptiklad 1-okten-3-ol, t€kava organicka sloucenina
vyluc¢ovana nékterymi houbami je Skodliva vzhledem k tomu, Ze se podili na procesu
zvySené tvorby NO, ktery naslednymi reakcemi s ROS davd vznik toxickému
peroxynitritu, coz vede ke zkraceni doby zivota octomilky (Inamdar a Bennett, 2014).

Negri et al., 2014 provedli studii, kde se zabyvali produkci NO v hemocytech véely
pfi odpovédi na poranéni a enkapsulaci. B&hem imunitni reakce je NO tvofen
v hemocytech, podili se na jejich aktivaci a tcastni se tak pfimo procesu hojeni. V tomto
experimentu bylo pouZzito paté stddium larvy véely medonosné. Do téchto larev byla
implantovana nylonova vlakna, ktera byla odstranéna po 24 hod inkubaci. Po odebrani
hemolymfy byla provedena detekce a kvantifikace NO s vyuzitim fluorescen¢ni proby,
byl uren pocet hemocytli, byla sledovana jejich diferenciace na plasmatocyty
a granulocyty a také byla provedena analyza genové exprese s vyuzitim kvantitativni
PCR. Bylo potvrzeno, Ze poranéni a enkapsulace vyvolané vlozenim nylonovych
implantatt do larev spousti tvorbu NO u granulocytt, které miizeme povazovat za klicové
buniky imunitni odpovédi. ZvySena tvorba NO vSak nebyla spojena se zvySenou expresi
genu pro v¢eli NOS (AmNOS), mohlo tedy dojit k aktivaci jiz ptitomného enzymu nebo
tvorbé NO neenzymovymi mechanismy. Také doslo ke zvySeni poétu plasmatocytu,

u kterych v8ak nebyla pozorovana zvysend tvorba NO (Negri et al., 2014).

2.2.2 Signalni drahy v ramci imunitni odpovédi

VétsSina vird,, napadajicich vcely jsou jednofetézcové RNA viry. Tyto viry vét§inou
zpusobuji asymptomatické infekce, ale mohou zapfti€init také paralyzu, rizné deformace
¢1 dokonce smrt. Zavaznost infekce zavisi na stavu imunitniho systému vcely a je také
ovlivnéna dal§imi biotickymi a abiotickymi faktory. Mechanismy obrany véel proti virim
zahrnuji obecné procesy vrozené imunity véel jako je endocytoza ¢i enkapsulace, dale
RNA interferenci a imunitni signalni drahy jako je JAK/STAT (JAK; Janusovy
kinasy/STAT; pievodniky signdlu a aktivatory transkripcnich proteinil) draha, INK (Jun
N-terminalni kinasa) draha, MAPK (mitogenem aktivované proteinkinasy) a NF-xB

(jaderny faktor kappa B) zprosttedkovana Toll a Imd draha (McMenamin et al., 2018).
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Mezi mediatory imunitni odpovédi fadimé biogenni aminy, cytokiny, eikosanoidy
(prostaglandiny, leukotrieny a epoxyeikosatrienové kyseliny) a v neposledni fadé¢ také
NO (Sadekuzzaman et al., 2017). Prostaglandiny i leukotrieny zprostfedkovavaji aktivaci
Sifeni hemocytl a tvorbu noduld. Prostaglandiny také mobilizuji ptisedlé hemocyty nebo
navazanim na specificky membranovy receptor spousti lyzi hemocyti a tim dojde
K uvolnéni profenoloxidasy do plasmy. Inhibice biosyntézy eikosanoidi vyvolana
inhibici fosfolipasy A2 potlacuje Imd a Toll signalni drahy u octomilky. Eikosanoidova
signalizace je indukovéna cytokiny, eikosanioidy a biogennimi aminy prostéednictvim
malé proteasy Racl, ktera zprostfedkovavd komunikaci mezi jednotlivymi signdlnimi
drahami. Komunikace mezi cytokinovymi a NO signaly naznacuje, Ze NO by mohl
ovliviiovat eikosanoidovou signalizaci u hmyzu. Inhibice aktivity fosfolipasy A2 vede
k vyrazné imunosupresi jak bunéc¢né, tak latkové imunitni odpovédi, ¢ehoz vyuzivaji
nékteré rody bakterii, jejichz cilem je pravé fosfolipasa A2 (Sadekuzzaman et al., 2017).

Bylo zjisténo, Ze role signalni drahy Toll u octomilky je v ramci detekce patogend
a vyvolani imunitni odpovédi evolu¢né zachovéana (Kopp a Medzhitov, 1999; Tauszig et
al., 2000; Michel et al., 2001; Underhill a Ozinsky, 2002). Tato draha je spusténa po
rozeznani infekce vyvolané G* bakteriemi (Obr. 5). Nasledné jsou aktivovany dva
transkrip¢ni faktory NF-kB — Dorsal a Dif a aktivovana exprese gent kodujicich AMP
(Lemaitre et al., 1995; Meng et al., 1999). Toll draha u v¢el je aktivovana rodinou
receptorti rozpoznavajicich patogeny, které vazou tzv. PAMPs (molekularni struktury
typické pro povrch patogenti, z angl. pathogen-associated molecular patterns) bakterii
a hub. Po navazani ligandu na receptor je spusténa serinproteasova kaskada, ktera vede
ke Stépeni a aktivaci proteinu Spaetzle, ktery se vaze na membranové vazany Toll
receptor. Nasleduje dimerizace Toll, degradace NF-«kB inhibitori a uvolnéni
transkripénich faktori Dorsal-1A a Dorsal-1B. Jejich translokace do jadra vede ke
zvysené expresi AMP (Evans et al., 2006; McMenamin et al., 2018).

Dalsi signalni drahou u octomilky je Imd draha, ktera je aktivovana pii odpovédi na
infekci vyvolanou G- bakteriemi, a to pravdépodobné prostiednictvim proteint
rozpoznavajicich peptidoglykany (PGRP; Choe et al., 2002; Ramet et al., 2002; Obr. 5).
Imd signalizace je dale sprostiedkovana prostiednictvim nejriznéjsich kinas. Nakonec
dochazi k proteolytické aktivaci jednoho z rodiny transkrip¢nich faktora NF-xB — Relish,
ktery spousti naslednou tvorbu AMP — diptericinu (Stoven et al., 2000; Vidal et al., 2001).
Mutanti, u kterych chybi Relish, jsou vysoce citlivi na infekci vyvolanou G~ bakteriemi

(Hedengren et al., 1999). Imd draha u v¢el je také aktivovana navazanim peptidoglykanu
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G bakterii obsahujiciho diaminopimelovou kyselinu k PGRP. Nasleduje aktivace Imd
proteinu, fosforylace Relish IkB kinasou a §tépeni Relish kaspasou Dredd. Relish se déale
podili na transkrip¢ni regulaci exprese AMP a dal$ich genti zahrnutych v antimikrobialni
obrang. U octomilky mtizeme najit tii transkripéni faktory NF-kB (Relish, Dif, Dorsal)
aktivujici expresi AMP (Lemaitre a Hoffmann, 2007; McMenamin et al., 2018). U v¢el
se nachazi pouze dva faktory — Relish a Dorsal, ale Dorsal se vyskytuje ve dvou
homolognich forméch jako Dorsal-1 a Dorsal-2. Dorsal-1 ma pak dv¢ isoformy Dorsal-
1A a Dorsal-1B (Lourenco et al., 2018).

Signalni draha Toll Signalni draha Imd

Houby, G+ bakterie G- bakterie

Obr. 5 Schéma signalnich drah Toll a Imd. Signalni draha Toll je aktivovana rozpoznanim infekci
vyvolanych G* bakteriemi nebo houbami Toll receptorem. Dochazi k fosforylaci inhibitoru
Cactus a k jeho degradaci. Tim dojde k uvolnéni transkripénich faktort Dorsal a Dif, které
vstupuji do jadra a dochazi ke zvySené expresi gentt AMP. Signalni drdha Imd je aktivovana G
bakteriemi. Nasleduje aktivace Imd proteinu, fosforylace Relish IkB kinasou a §tépeni Relish
kaspasou Dredd. Fragment proteinu Relish poté vstupuje do jadra, kde se podili na regulaci
exprese gent AMP (ptevzato a upraveno podle Beinke a Ley, 2004).
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Signélni draha JAK-STAT byla zkouména v ramci imunitni odpovédi u octomilky,
a to jak jeji role v procesu tvorby hemolymfy, tak v procesu odpovédi na viralni infekce
(Morin-Poulard et al., 2013; Obr. 6). JAK/STAT draha u v¢el zahrnuje transmembranovy
receptor Domeless, JAK kinasu Hopscotch, transkripéni faktor STAT92E a 2 negativni
regulatory SOCS a PIAS. I ptes absenci ligandi Upd, Upd2 a Upd3, které byly nalezeny
u octomilky, pfitomnost receptoru a dal$ich komponent signalni drahy JAK/STAT znaci,
7e tato signalni draha hraje dileZitou roli v ramei aktivace v¢eliho imunitniho systému.
Vazbou doposud neidentifikovaného ligandu k Domeless receptoru dojde k aktivaci
JAK/STAT signalizace. Nasledné dochazi k transfosforylaci Hopscotch JAK kinasy, coz
vede k fosforylaci a dimerizaci STAT92E a jeho nasledné aktivaci. Tato aktivace
zpusobuje transkripéni regulaci antimikrobidlnich efektort a také inhibitoru JAK/STAT
drahy (Boutros et al., 2002; Brutscher et al., 2015; McMenamin et al., 2018).

Receptor Y‘

AR

N
TTCnnnGAA

Cytoplasma

Obr. 6 Schéma signélni dradhy JAK/STAT u octomilky. Vazbou ligandu (Upd) k receptoru
(Domeless) dojde k fosforylaci receptoru a JAK kinas (Hopscotch). Takto jsou vytvorena vazebna
mista pro cytosolické transkripéni faktory STAT92E. Nasleduje fosforylace a dimerizace
STATO92E, které poté vstupuji do jadra, kde aktivuji transkripci cilovych geni (pfevzato a
upraveno podle Arbouzova a Ziedler, 2006).
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Signalizace prostiednictvim JNK je u savci i u hmyzu spojena s fadou bunéénych
déji. Souvisi naptiklad s pohybem organel nebo pohyby v ramci bunééného déleni,
apoptdzou, odpovédi na stres ¢i imunitni odpovédi. Jedna se 0 vysoce konzervovanou
dréhu, ktera tidi remodelaci cytoskeletu a transkripéni regulaci v odpovédi na Sirokou
fadu signalti (Dong et al., 2002). Aktivita JNK muize byt vyvolana infekci, plisobenim
lipopolysacharidii nebo prozanétlivych cytokint,, jako je tumor nekrotizujici faktor
(Moreno et al., 2002). V n¢kolika studiich bylo zminéno, ze kinasa TAK1 Drosophily
(dTAK1) mize ptsobit jako JNK kinasa kinasa (Igaki et al., 2002; Moreno et al., 2002).
Delaney et al., (2006) ve sve studii ziskali nékolik dikazi, ze dTAK1 pusobi béhem
vrozené imunitni odpovédi prostiednictvim JNK kaskady. Naptiklad exprese fosfatasy
Puckered, ktera vykazuje inhibi¢ni vliv na aktivitu JNK kinasy, potlacila expresi gend
AMP. Tato studie tedy ukazuje, ze dTAK1 je soucasti signalni drahy JINK béhem imunitni
odpovédi octomilky. Déle autoti u octomilky navrhli model, ktery ukazuje signalni drahy
JNK a NF-«kB jako potiebné k aktivaci exprese geni AMP v tukovém télisku. Bylo
zjisténo, ze dTAKI1 je také zahrnuta v aktivaci geni AMP zprostiedkované proteiny
NF-kB/Relish, kdy dTAK1 neni potteba pro aktivaci Relish, ale je dulezita béhem JNK
signalizace pro expresi AMP (Delaney et al., 2006).

Mechanismy, kterymi PAMPs indukuji expresi genia AMP, byly zkoumany
u octomilky. Rozpoznani patogenu aktivuje intracelularni signalni drahy pies
transmembranové receptory na povrchu bunéné membrany hemocytu nebo tukového
télesa. Exprese geni AMP je poté indukovana vazbou transkripénich faktord NF-xB
(Khush et al., 2001). U zastupce fadu motyla Hyalophola cecropia je exprese genu AMP
attacinu indukovana pusobenim H.O>. Dojde k aktivaci faktoru imunitni odpovédi, ktery
se vaze na regulaéni proteiny nadfazené transkripénim faktorim pro expresi attacinu (Sun

a Faye, 1995).

2.2.2.1 Funkce NO v signélnich drahach imunity hmyzu

NO je dileZitou signalni molekulou imunitniho systému u rliznych organismu. Podili se
aktivaci humoralni i bunééné imunity, v jejichz ramci reguluje imunitni odpovéd,
ovliviiuje nachylnost k patogeniim, bakteriim a omezuje Sifeni parazitt. NO v rdmci
imunitniho systému hmyzu funguje jako signalni i cytotoxickd molekula. Po vystaveni
patogenim dochazi ke zvyseni hladiny NO diky vyssi aktivit¢ NOS (Negri et al., 2013;
Sadekuzzaman a Kim, 2018).

26



Sadekuzzaman et al., 2017 se zabyvali vzajemnym pusobenim mezi NO
a eikosanoidovou signalizaci u modelového organismu blyskavky Gervivcové
(Spodoptera exigua). Zjistili az osmkrat vy$$i koncentraci NO v tukovém télesu,
hemocytech a hemolymf€ jako odpoveéd’ na pfitomnost bakterii. Zvysena koncentrace NO
béhem bakterialni infekce vedla k nodulaci hemocytt, ktera byla potlacena inhibitorem
NOS L-NAME. SniZzeni exprese genu NOS S. exigua RNA interferenci snizilo
koncentraci NO a také vedlo k vyznamnému poklesu nodulace a vyraznému snizeni
aktivity fosfolipasy A2 v hemocytech a tukove tkani v porovnani s kontrolou. Pfidavek
L-NAME inhiboval aktivitu fosfolipasy, zatimco pfidavek NO donoru, S-nitroso-N-
acetyl-penicilaminu, aktivitu zvySil. Na druhou stranu eikosanoidy neovlivnily
koncentraci NO u larev,
u kterych byla vyvoldna imunitni odpovéd. V zavéru studie autofi konstatovali,
ze signalni drahy NO a eikosanoidt se propojuji tak, Ze pii zvySenych koncentracich NO
dochézi k aktivaci fosfolipasy A2 a nasledné biosyntéze eikosanoidi, ktera nasledné
zprostiedkovava rizné imunitni odpoveédi. Zavérem tedy bylo, ze NO zprostiedkovava
odpovéd’ v ramci bunééné imunity u blyskavky a pravdépodobné také u jinych druht
hmyzu.

Foley a O"Farell (2002) prokazali, ze NO hraje dulezitou roli v rdmci signalni drahy
Imd aktivujici Relish. Inhibice NOS zvysila nachylnost k infekci vyvolané G- bakterii
a také utlumila tvorbu AMP diptericinu u larev i dospélct octomilky. Bylo potvrzeno,
ze aktivita NOS je dulezita pro adekvatni vrozenou imunitni odpoveéd'. Pii infekci dochazi
ke zvyseni exprese NOS a samotny NO je dostacujici ke spusténi imunitni odpoveédi
a aktivaci tvorby AMP i v nepfitomnosti infekce. Piedpokladali, ze NO jakozto signalni
molekula vrozené imunity plsobi Vv pocatecnich stadiich infekce ve slozité kaskade
krokd, béhem kterych tkané Gcastnici se imunitni odpovédi rozpoznavaji G~ bakterie.

Exprese genu AMP cecropinu B je v tukovém télesu larvy B. mori indukovana NO
donory. Jakmile jsou PAMPs jako naptiklad lipopolysacharidy rozpoznany v hemolymfg,
je vbunkach tukového télesa indukovana exprese genu BmNOS adalsi proteiny
imunitniho systému. NO produkovany BmNOS je dale difusi pfenaSen do ostatnich bunék

tukového télesa, kde aktivuje geny AMP (Imamura et al., 2002).
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2.3 Regulace S-nitrosace proteint

GSNO je S-nitrosovany derivat nejhojnéji zastoupeného bunééného thiolu — glutathionu
(GSH). GSNO je povazovan za zasobarnu NO a je také dilezitou soucasti
NO-dependentni signalizace. Za aerobnich podminek je GSNO tvofen z GSH pisobenim
nitrosacnich uc¢inki RNS. Kinetické studie ukazaly, ze nitrosace je obecné limitovana
reakcei tietiho fadu mezi NO a kyslikem a zavisi na koncentraci NO (Benhar et al., 2009).

Denitrosylace ¢i denitrosace neboli odstranéni NO skupiny primarné z Cys thiolu
VvV postrannim fetézci proteinti je dileZitou soucasti NO signalizace. Diive se
predpokladalo, Ze tento proces probiha spontanné a neni regulovan. Pozdé&ji bylo zjisténo,
7ze je katalyzovan enzymy a podléha regulaci (Benhar et al., 2009). Objasnéni
molekularnich mechanismti denitrosylace je velmi dalezité k pochopeni, jak
S-nitrosylace proteini reguluje drahy bunécné signalizace a také schopnost bunck
vypofadat se s nitrosacnim stresem. Regulovana denitrosylace mize ovlivnit bunéénou
signalizaci aktivaci enzymd, jako je tomu v piipadé caspasy 3, eNOS nebo Ikb kinasy-p.
Dale mize ovlivnit protein-proteinové interakce, napiiklad u P-arrestinu, proteinu
regulujiciho pifenos signalu u receptori spojenych s G-proteiny. Za podminek
nitrosaéniho stresu mohou denitrosylaéni mechanismy chranit bunééné funkce a funkce
proteinti (Forrester, 2009).

Proteinové i nizkomolekularni RSNO, vznikajici v signalnich drahach NO, podléhaji
degradaci nékolika zptisoby. Mezi neenzymové zpusoby fadime homolyticky roklad S-N
vazby, fotolytické Stépeni S-N vazby nebo degradaci zprostiedkovanou ionty
prechodnych kovil (napt. Cu®). Alternativni, dobie prostudovany mechanismus rozkladu
RSNO zahrnuje jejich reakci s ostatnimi thioly. Proteinové RSNO nebo GSNO mohou
predat nitroso skupinu dal§imu thiolu, tato reakce je oznaCovana jako transnitrosace
(Broniowska et al., 2013).

Bylo popsano né¢kolik enzymu, které zprosttedkovavaji denitrosylaci, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou dva enzymoveé systémy: S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC
1.1.1.284) a thioredoxinovy systém — thioredoxin (Trx), thioredoxinreduktasa (TrxR, EC
1.8.1.9). Tyto oba vysoce konzervované systémy reguluji denitrosaci, ovliviiuji tak
bunéénou signalizaci, odpovédi na stres a také interakce mezi hostitelem a patogenem
(Benhar et al., 2009).
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2.3.1 S-nitrosoglutathionreduktasa

GSNOR se tadi do rodiny Zn-dependentnich alkoholdehydrogenas tiidy III. Jedna se
o vysoce konzervovany enzym, jehoZz pfitomnost byla prokdzana u vsech tisi (Martinez
et al. 1996). Ve starsi literatufe byla GSNOR ozna¢ovana jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.1) diky schopnosti tohoto enzymu katalyzovat
glutathion-dependentni oxidaci formaldehydu. Pozd&ji vSak byl objasnén piesny
mechanismus reakce, ktery zahrnuje oxidaci hydroxylové skupiny aduktu glutathionu
a  formaldehydu, S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH) za  vzniku
S-formylglutathionu s vyuzitim NAD™ jako koenzymu. Tento enzym byl tedy pozdé&ji
pojmenovan jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa, se systematickym
nazvem S-(hydroxymethyl)glutathion:NAD* oxidoreduktasa (Staab et al., 2008a,
Kubienova et al., 2013a).

GSNOR vykazuje vysokou substratovou specifitu viéi GSNO, ktery je relativné
stabilnim produktem metabolismu NO a RNS (Liu et al., 2001). Odbouravanim GSNO
se tak GSNOR nepfimo podili na kontrole transnitrosaéni rovnovahy mezi
nizkomolekularnim GSNO a proteinovymi RSNO. Tento enzym tak hraje zasadni roli
v homeostaze intracelularnich hladin NO a RSNO a v celkovém metabolismu RNS
(Feechan et al., 2005). GSNOR je dilezitou soucasti regulace S-nitrosace jako soucasti
konzervovanych signalnich drah u rostlin i zivo¢ichu. U rostlin hraje roli v rdmci
vyvojovych procest, podili se na kontrole rezistence vii¢i chorobam, regulaci bunééné
smrti a ochrané bun€k pied nitrosa¢nim stresem (Liu et al., 2001; Kubienova et al., 2014).

Jednd se o dimerni enzym slozeny ze dvou 40 kDa podjednotek (Obr. 7). Kazdy
Z téchto monomeritt se skladd z velké katalytické domény, menSi domény vazajici
koenzym a obsahuje dva atomy zinku. Jeden z atomt zinku ptsobi jako Lewisova
kyselina a ucastni se tak katalyzy, druhy slouzi pouze jako strukturni prvek. U lidské
GSNOR jako ADH tiidy Ill, i ostatnich ¢lent sav¢i alkoholdehydrogenasové rodiny je
atom zinku v aktivnim misté vazan Cys 177, Cys 47 a His 69. Vazebné misto pro substrat
se nachazi na kazdé podjednotce ve Stérbiné mezi katalytickou doménou a doménou
vazajici koenzym.  Oba monomery GSNOR jsou spojeny dvanactivlaknovym

pseudokontinualnim p-skladanym listem (Kubienova et al., 2013b).
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Obr. 7 Struktura GSNOR. GSNOR je homodimer sloZeny ze dvou identickych podjednotek (A a
B), z nichz kazda obsahuje dva ionty Zn*. V katalytickém misté je substrat GSNO vazan do
blizkosti molekuly NADH. V této krystalové struktufe pyrrolovy derivat N6022 nahrazuje
GSNO. Jedna se o specificky a plné reverzibilni inhibitor GSNOR, ktery se do vazebného mista
pro GSNO vaze jako kompetitivni inhibitor (ptevzato a upraveno podle Rizza a Filomeni, 2017).
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GSNOR je lokalizovan pfevazné v cytosolu, avSak jeho vyskyt byl potvrzen také
Vv jadfe a peroxisomech. Pfitomnost enzymu v jadfe naznacuje, ze by mohl regulovat
hladiny jaderného GSNO a podilet se na ochrané genetického materialu pied poskozenim
indukovanym vysokymi hladinami NO (Reumann et al., 2007). U lidi je enzym kodovan
genem ADH5. Na rozdil od ostatnich enzymti z ADH rodiny, jejichZ exprese je vétSinou
tkanové specificka, je GSNOR exprimovan ve viech tkanich, piedevsim v jatrech, mozku
a ledvinach (H60g a Ostberg, 2011). Jedna se také o jediny ADH isoenzym piitomny
v mozku, placent¢ a varlatech (Estonius et al., 1996).

GSNOR  prednostné¢  katalyzuje  redukci  GSNO, vici které  GSH
a HMGSH puasobi jako nekompetitivni inhibitory. GSNOR katalyzuje
NADH-dependentni redukci GSNO na rtzné produkty Vv zavislosti na podminkach
vbunce, véetné¢ glutathiondisulfidu (GSSG), glutathionsulfinamidu (GSONH?)
a hydroxylaminu (NH20OH; Obr. 8 a 9). V dehydrogenacni reakci oxiduje tento enzym
HMGSH a ostatni alkoholy jako cinnamylalkohol, farnesol a geraniol nebo
o-hydroxymastné kyseliny s vyuzitim NAD®. Neobvykla substratova specifita
a kinetické vlastnosti enzymu jsou v kontrastu s ethanol-oxidujicimi enzymy ze tiidy
ADH 1. Enzymy tiidy ADH 1l vykazuji slabou katalytickou aktivitu s alifatickymi
alkoholy s kratkym fetézcem, jako jsou ethanol ¢i propanol. Bylo prokazano, ze ulohou
enzymu Vv burice je pfevazné kontrola hladiny GSNO, nikoliv odstranéni formaldehydu
(Kubienova et al., 2013b).

Dostupnost koenzymu NADH pii redukci GSNO je dulezitym faktorem regulace
aktivity GSNOR. Pomér volné oxidované a redukované formy NAD/NADH je
VvV cytoplazmé za fyziologickych podminek vysoky, coz neni pro redukcéni procesy
ptiznivé. Pomér NADP*/NADPH je v cytoplazmé mnohem niz$i, coZ umoziuje vyuZiti
NADPH v biosyntetickych reduk¢nich drahach. Jelikoz GSNOR nemiliZe vyuZzit pro
redukci GSNO koenzym NADPH, je redukce GSNO ovlivnéna dostupnosti NADH.
Zvysujici se hladiny NADH v bunice pak spousti redukci GSNO. Samotny enzym se
podili na produkci NADH dehydrogenasovou aktivitou pii odbouravani formaldehydu,
kdy nejdiive vznika HMGSH, ktery je nasledné oxidovan za vzniku S-formylglutathionu
(Obr. 5; Staab et al., 2008b; Jahnova et al., 2019). Ticha et al., 2017 potvrdili u GSNOR
z rostlin Lactuca sativa a Brassica oleracea rozdily mezi disociaénimi konstantami pro
NADH a NAD" i pfes to, ze hodnoty Kwm jsou u téchto dvou ligandi podobné. Tyto
vysledky se shoduji s diiveéjsimi daty ziskanymi u lidské GSNOR a GSNOR

u Arabidopsis (Crotty, 2009). Termodynamicka data ziskana analyzou purifikovanych
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protein pomoci izotermalni mikrokalorimetrie jsou vsouladu s hypotézou, ze
ireverzibilni redukce GSNO zprostiedkovana GSNOR v cytoplazmé s vysokym
pomérem NAD*/NADH je umoznéna vyssi afinitou enzymu k NADH a také pevnéjsi

vazbou tohoto koenzymu.
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Obr. 8 Reakce katalyzované GSNOR. (A) Dehydrogenasova reakce — oxidace HMGSH na
S-formylglutathion s vyuzitim NAD" jako koenzymu. (B) Reduktasova reakce — redukce GSNO
s vyuzitim NADH jako koenzymu na nestabilni meziprodukt N-hydroxysulfinamid (GSNHOH),
ktery je nachylny k nukleofilnimu ataku GSH, coz vede k uvolnéni NH,OH a GSSG. Z GSNHOH
muze spontanné vznikat GSONH,, ktery za acidickych podminek muize hydrolyzovat na
glutahionsulfinovou kyselinu (GSOOH) a NHs (ptevzato a upraveno podle Kubienova et al.,
2013b).
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2.3.2 Thioredoxinovy systém

Thioredoxinovy systém se sklada celkem ze t#i casti — thioredoxint (Trx),
thioredoxinreduktasy (TrxR, EC 1.8.1.9) a NADPH. Tento disulfidreduktasovy systém je
pritomny ve vSech zndmych organismech. Ma dulezitou funkci pii kontrole a udrzovani
redoxni homeostazy a také pii ochrané buiky pfed oxida¢nim stresem (Sengupta a
Holmgren, 2012). Trx jsou proteiny o velikosti 12 kDa, které obsahuji celkem pét
cysteinti: katalytické Cys 32 a Cys 35 v aktivnim misté enzymu a Cys 62, Cys 69 a Cys
73, které se nachazi mimo aktivni misto enzymu (Mitchell a Marleta, 2005). U ¢loveka
byly popsany dvé izoformy Trx, liSici se lokalizaci v butice. Isoforma Trx1 se nachazi
V cytosolu a jadie, isoforma Trx2 je pak pfitomna v mitochondriich. V téchto bunéénych
oddilech jsou zodpovédné =za redukci proteinovych disulfidi prostiednictvim
cysteinovych dithiolti nachazejicich se v blizkem okoli aktivniho mista. Redukovany Trx
(Trx-(SH)2) ptimo reaguje s proteinovymi disulfidy mechanismem vymény thiolti za
vzniku redukovaného dithiolu a oxidovaného Trx (Trx-S). Oxidovany Trx-S; je nasledné
zpétné redukovan NADPH v reakci katalyzované TrxR a redoxni cyklus je takto
dokoncen (Broniowska et al., 2013; Obr. 9).

Ackoliv byl Trx dlouho povazovan za cil S-nitrosace, s postupem ¢asu bylo zjiSténo,
ze Trx hraji také dualezitou roli pfi redukci nizkomolekularnich i proteinovych RSNO
Vv denitrosac¢nich i transnitrosacnich reakcich (Mitchell a Marletta, 2005). Pti denitrosaci
redukovany Trx reaguje piimo s RSNO, zatimco pii transnitrosa¢ni reakci thiolova
skupina Cys 32, nachazejici se v aktivnim misté Trx, podléhad S-nitrosaci za uvolnéni
nizkomolekularniho ¢i proteinového thiolu. Nasledné¢ dochazi k uvolnéni nitroxylové
skupiny za vzniku oxidovaného Trx, ktery je nasledné redukovan (Jedelska et al., 2020).
U rostlinnych Trx je mechanismus denitrosace proteinovych RSNO ziejmé jiny nez
u savei. V tomto piipad€ nedochazi k tvorbé smiseného disulfidového meziproduktu, ale
K transnitrosaénimu pienosu NO skupiny z proteinového substratu do aktivniho mista
enzymu, jako bylo pozorovano u Trxh5 Arabidopsis (Kneeshaw et al., 2014). Prozatim
byla denitrosa¢ni funkce Trx-TrxR u rostlin studovana v ramci vyvoje kotene (Correa-
Aragunde et al., 2013), regulace translace proteind, které jsou soucasti svétlosbérnych
komplexu (Berger et al., 2016) a imunity rostlin (Tada et al., 2008; Jedelské et al., 2020).

Na zaklad¢ nékolika studii byla navrzena hypotéza, ze Trx systém je primarni regulator
S-nitrosoproteinti ve vétSiné tkani, jelikoz je exprimovan v mnohem vys$i mife nez

GSNOR a dalsi reduktasoveé systémy. Tato hypotéza je také podpotena faktem, Ze témért
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vSechny malé S-nitrosované proteiny (23-30 kDa) v HepG2 bunkach (butiky jaterniho
karcinomu) jsou denitrosovany thioredoxinovym systéemem (Sengupta et al., 2007). Trx
proteinim je pfisuzovana fada funkci véetné tlumeni aktivity transkripénich faktoru.
Béhem imunitni odpovédi u rostlin Trx systém rozkladd proteinové RSNO. Je také
schopny rozlisit rizné substraty proteinovych RSNO a podili se tak na vzniku rezistence
vuci chorobdm (Kneeshaw et al., 2014). Trx1, jakozto dulezity antioxidaéni protein, byl
charakterizovan jako antiapopticky protein diky jeho schopnosti potlacovat aktivitu
proapoptickych proteina (Fu et al., 2009). Mezi tyto proteiny patii naptiklad kinasa 1
regulujici apoptdzu, jejiz aktivita je potlacena redukci disulfidti pisobenim Trx nebo
kaspasa 3, ktera je inhibovana transnitrosaci Cys 163 s vyuzitim Trx nitrosylovaného na
Cys 73 jako donoru nitrososkupiny (Mitchell a Marleta, 2005). Trx] muize kaspasu 3
v misté Cys 163 také denitrosovat, coz ma opaény ucinek vedoucik jeji aktivaci (Benhar
et al., 2008).
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Obr. 9 Srovnani denitrosace katalyzované GSNOR- a Trx/TrxR. Proteinové S-nitrosothioly (Prot-
SNO) jsou v ramci transnitrosylace v rovnovaze s GSNO, substratem pro GSNOR. Redukci
GSNO na GSSG a NH;z; posouvda GSNOR rovnovahu ve prospéch pienosu nitrososkupiny
z proteinti na GSH a nepiimo tak podporuje denitrosaci Prot-SNO. GSSG je dale redukovan zpét
na GSH pusobenim NADPH-dependentni glutathionreduktasy (GR). Redukovany Trx [Trx(SH)2]
zprostiedkovava piimou denitrosaci cilovych proteintt (Prot-SNO) za uvolnéni NO v podobé
nitroxylu. TrxR redukuje oxidovanou formu Trx (Trx-Sz) s vyuzitim NADPH. (pfevzato z Rizza
a Filomeni, 2017).
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2.3.2.1 Thioredoxinovy systém u hmyzu

V rémci regulace redoxni rovnovahy a metabolismu GSH je oxidovand forma GSSG
recyklovina na formu redukovanou NADPH-dependentnim  flavoenzymem
glutathionreduktasou (GR, EC 1.8.1.7; Arscott et al., 1997). GR se nachazi u mnoha
eukaryotnich i prokaryotnich organismt, ale chybi u zastupct dvoukiidlého hmyzu jako
je octomilka obecnd nebo komér rodu Anofeles (Anopheles gambiae). Redoxni
metabolismus téchto, a 1 dalSich druhli hmyzu se tudiz vyrazné 1i8i od ostatnich forem
zivota (Kanzok et al., 2001). Jelikoz GSH je u octomilky klicovou slozkou redoxni
homeostazy uvnitf buiiky, vysoké hladiny GSH musi byt udrZzovany alternativni drahou,
kterou je thioredoxinovy systém. TrxR je svou strukturou i mechanismem uc¢inku
piibuzny s GR. Hlavni rozdil mezi témito enzymy je dodatecné redoxni centrum na
C-konci TrxR svysokou molekulovou hmotnosti (Williams et al., 2000). Byly
identifikovany dvé formy TrxR: TrxR s nizkou Mr (monomer o velikosti ptiblizné
35 kDa) a TrxR s vysokou Mr (monomer o velikosti 55 kDa; Williams et al., 2000).
Nizkomolekularni TrxR se nachazi u prokaryot, rostlin a niz$ich eukaryot, zatimco druha
TrxR byla nalezena u vysSich eukaryot. Ob¢ formy enzymu jsou homodimerni
flavoenzymy. Aktivni misto mensi TrxR obsahuje vazebnd mista pro NADPH, FAD
a jeden disulfid ucastnici se redoxni reakce (Luthman a Holmgren, 1982; Huang et al.,
2008). Vysokomolekularni TrxR maji navic dalsi disulfid nebo selenylsulfid vytvotfeny
z part Cys-Cys nebo Cys-Sec v sousedni podjednotce (Zhong a Holmgren, 2002). Bylo
také prokazano, ze ob¢ formy enzymu maji jiny katalyticky mechanismus. U TrxR s nizsi
Mr je na rozdil od druhé formy vyzadovana velka konforma¢ni zména (Lennon et al.,
2000).

TrxR popsané u Drosophily, DmTrxR-1 a DmTrxR-2, jsou prototypy tieti tfidy
vysokomolekularnich TrxR, maji dva sousedni C-koncové cysteinové zbytky, které jsou
nezbytné pro redukci Trx. DmTrxR-1 se skladd z 491 aminokyselin a ma vysokou
podobnost s lidskou TrxR (56 %) nebo s lidskou GR (33 %; Kanzok et al., 2001). Kazdy
z monomert homodimerni TrxR se sklada ze téi domén: vazebné domény pro flavin,
vazebné domény pro pyridinnukleotid a domény, ktera zprostiedkovava propojeni mezi
dvéma monomery. Aktivni misto vysokomolekularni DmTrxR obsahuje tfi redoxni
centra: FAD, s flavinem sousedici N-koncovy disulfid Cys 57-Cys 62 z téze podjednotky
a C-koncovy disulfid Cys 489°-Cys 490" pochézejici z druhého polypeptidového fetézce
(Eckenroth et al., 2007). C-koncovy polypeptidovy fetézec obsahujici Cys 489" a Cys
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490" je flexibilni, pfedpoklada se, ze zaujima rtzné pozice. Prvni pozici zaujiméa vedle
His 464" pusobiciho jako acidobazicky katalyzator, k vytvoieni disulfidové vazby mezi
Cys 57 a Cys 4907, a poté druhou pozici na povrchu proteinu, kde reaguje s Trx (Bauer
et al., 2003). TrxR u savci ma v aktivnim misté redoxni par cystein-selenocystein
(Sandalova et al., 2001), zatimco u TrxR ptivodce malarie Plasmodium falciparum je toto
redoxni centrum tvofeno dvéma Cys oddelenymi sekvenci Ctyf dalSich aminokyselin
(Wang et al., 1999). U D. melanogaster miizeme najit 11 Trx nebo Trx podobnych
proteint, ale pouze Ctyfi z nich maji zcela konzervovanou sekvenci v aktivnim misté
o aminokyselinovém slozeni WCGPCK. U D. melanogaster byly popsany tii pravé Trx:
deadhead, ThioredoxinT a Thioredoxin-2 (Svensson a Larsson, 2007). Prvnim
charakterizovanym Trx byl protein deadhead, ktery se nachazi pouze u samiéek a ti¢astni
se procesu meidzy (Pellicena-Palle et al., 1997). Naopak ThioredoxinT se nachazi pouze
u samcu a je exprimovan ve spermatocytech (Svensson et al., 2003). Trx maji dalezitou
roli pii syntéze DNA jako elektronové donory pro ribonukleotidreduktasy a jsou také
zahrnuty v bunééné odpovédi na oxidacni stres (Nishinaka et al., 2001). Neékolik
disulfidovych vazeb tGcastnicich se skladani proteini nebo redoxni kontroly transkripce
je efektivné a selektivné redukovano pomoci Trx (Arnér a Holmgren, 2000). Trx jsou
také schopny dithioldisulfidové vyménné reakce s GSSG za vzniku GSH. Trx vykonavaji
antioxidacni funkci jako elektronové donory thioredoxinperoxidas (TrxP), ochrannych
enzymu, které redukuji H20- a organické peroxidy. Bauer et al., (2002) se ve své studii
zam¢fili na DmTrx-2 a také piibuzny Trx A. gambiae (AgTrx-1). K bliz§imu uréeni
funkce DmTrx-2 studovali jeho reakci s DmTrxR-1 a také dulezitou dithioldisulfidovou
vyménu s GSSG a jeho roli v detoxifikaci peroxidu. Z toho duvodu exprimovali
a charakterizovali rekombinantni TrxP z D. melanogaster (DmTrxP-1). Bylo zjisténo,
7e substratem pro tento enzym byl pouze DmTrx-2, ktery je také hlavnim Trx. Tyto
vysledky naznacovaly rozdilné funkce v ramei bunky u Trx vyskytujicich se u jednoho
organismu. Bylo zjisténo, ze AgTrx-1 je blizce spojens DmTrx-2 ato jak svou strukturou,
tak funkci. Slouzi jako substrat pro DmTrxR-1 i DmTrxP-1 a redukuje GSSG. Tento
redoxni metabolismus zaloZzeny na Trx a TrxR nabizi novy cil, jak bojovat proti hmyzu a
hmyzem vyvolanym nemocim jako je naptiklad malarie (Becker et al., 2000). Pavodce
malarie P. falciparum je obzvlasté citlivy na oxida¢ni stres. Nejenom u lidského hostitele,
ale také u hmyziho pfenasece jsou oxidacni slouceniny jako peroxynitrit tvofeny pii
odpovédi na pritomnost parazita (Savvides et al., 2002). TrxR inhibitory by tedy mohly

byt pouzity jako ochrana proti hmyzim parazitim a také jako insekticidy. To je podpofeno
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faktem, ze mezi TrxR u paraziti, hmyzu a savci jsou obrovské strukturni
i funkéni rozdily (Kanzok et al., 2001). Jelikoz pouze sav¢i enzymy obsahuji
selenocystein jakozto funkéni skupinu, idealné by pak takové inhibitory inaktivovaly
TrxR pouze u paraziti a u hmyzu (Bauer et al., 2002).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

AcrosOrganics, USA: glutathion, octan hotfecnaty

AppliChem, Némecko: 4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluorid hydrochlorid (AEBSF)
Bio-Rad, USA: markery molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual Xtra
Standards)

Cayman, USA: 7-nitroindazol, aminoguanidin, S-ethylisothiomocovina

Fluka, Ceska republika: 2,3-diaminonaftalen (DAN), EDTA

Koch-Light Laboratories, Anglie: norvalin

Lachema, Ceska republika: bromfenolova modt, chlorid hoteénaty hexahydrat, siran
zine¢naty heptahydrat

Lachner, Ceska republika: 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB),
butan-1-ol,  chlorid  sodny, diethylether,  dihydrogenfosfore¢nan  draselny,
dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, hydroxid sodny, kyselina octova, methanol
Lihovar Kojetin, Ceska republika: ethanol

Penta, Ceska republika: chlorid vapenaty, kyselina chlorovodikova

Roth, Némecko: aceton, aprotinin, 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat p-toluidin (BCIP),
dithiothreitol (DTT), tetramethylendiamin (TEMED), Tween-20

Serva, Némecko: markery molekulovych hmotnosti (SERVA Triple Color Protein
Standard 1ll1), NADPH, persiran amonny (APS), polyvinylpolypyrrolidon (PVPP),
SERVALIight EOS Luminol Solution Reagent A, SERVAL.ight EOS Peroxide Solution
Reagent B

Sigma-Aldrich, Némecko: 4-chlor-1-naftol, akrylamid (AA), Anti-rabbit 1gG-alkaline
phosphatase, Anti-rabbit 1gG-peroxidase, BSA, D-arginin, dimethylformamid (DMF),
dusitan sodny, FAD, FMN, glycin, HEPES (Kyselina [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]
ethansulfonovd), hydrogenfosfore¢nan draselny, jodid sodny, jodoacetamid kalmodulin,
kyselina fosfore¢na, L-arginin, L-NAME, merkaptoethanol, methylviologen, NADH,
nitrotetrazolium blue chloride (NBT), N®-nitro-L-arginin, N,N"-methylenbisakrylamid
(BIS), polyvinylpolypyrrolidon (PVPP), susené mléko odtuénéné, tetrahydrobiopterin
(BH4), Tris, Triton X-100

Thermo-Fisher, USA: univerzalni primarni anti-NOS protilatka
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3.2 Pristroje a vybaveni

analytické vahy (Sartorius, Némecko); analyzator NO CLD 88 (Eco Physics, Svycarsko);
automatické pipety (Eppendorf, Némecko); C-DiGit Blot Scanner (Li-Cor, USA);
centrifuga chlazend (Eppendorf, Némecko); digitalni predvazky (Kern, Némecko);
elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektromagneticka
michacka (Biosan, LotySsko); mikrodestickovy reader (Bio-Tek, USA); mikrodesticky
Test plate 96F (TPP, Svycarsko); nitrocelulosova membréana 0,45 um (Bio-Rad, USA);
pH metr (XS Instruments, Italie); polyvinylidendifluoridova membrana 0,2 um (PVDF;
Bio-Rad, USA); termostat laznovy (Huber, Némecko); Trans-Blot semi-dry Transfer
Cell (Bio Rad, USA); tiepacka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva); vakuova vyvéva (Edwards,
CR); vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko); zdroj pro elektroforézu PowerPacTM 300 (Bio-
Rad, USA)

3.3 Biologicky materiél

Vzorky zamrazenych dospélych vcel (Apis mellifera) pochazely z v¢elnice Mgr. Jitiho
Danihlika, Ph.D. V¢ely pochazely z klinicky zdravych véelstev a byly odebrany v obdobi
jaro/léto 2018 a nasledné zamrazeny.

Zamrazené vzorky vcelich hlav (H1-H12) pochézely ze vcel odebranych v obdobi
cervence 2018 na pracovisti Honey Bee Breeding, Genetics and Physiology Laboratory
(Agricultural Research Service, Baton Rouge, USA). Ramek s plodem byl zaklickovan a
vlozen do inkubatoru (34,5 °C). Cerstvé vylihnuté véely byly odebrany z ramku,
zachlazeny na ledu (piiblizn& 2 min) a poté injektovany viry (podet virovych ¢astic 10°;
DWV — virus deformovanych kiidel, CBPV — virus chronické paralyzy vcel) nebo
fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatem (PBS — 0,1 mol.I%). Véelam byla
injektovana davka o objemu 1 pl. Poté byly véely vlozeny do klicek a umistény do
inkubétoru. Vzorky byly odebirany po 24 hod od aplikace injekce a ithned zamraZeny.
Kontrolni véely bez vpichu — tyto vely pochazeji ze stejnych vcelstev a maji stejné stari
(1 den). Byly zachlazeny na ledu bez zadného dal$iho oSetfeni. Poté byly umistény do
klicek a do inkubatoru. Po 24 hod byly zamrazeny.

Celkem byly tedy odebrény 4 riazné typy vzorku — kontrola (H1-H3), v¢ely infikované
DWV (H4-H6), CBPV (H7-H9) a PBS (H10-H12).
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Dile byly pouzity vzorky octomilek (genotyp D. melanogaster w!'!8), Octomilky byly
kultivovany za standardnich podminek pii laboratorni teplot¢ na agarovém médiu
s bramborovou kas$i. Vzorky 10-14dennich dospélcti octomilek byly odebrany do eterové
pasti a zamrazeny do dal$iho pouziti.

Krali¢i polyklonalni anti-GSNOR protilatka byla pfipravena na zakazku komeréni firmou
(Moravian Biotechnology, Brno, CR). Nejdiive byla vytipovana aminokyselinova
sekvence pro piipravu imuniza¢niho antigenu. Bylo provedeno srovnani sekvenci
GSNOR A. mellifera a D. melanogaster — proteiny z databaze NCBI. Nalezeny tfi
potencialni imunogenni peptidové sekvence vykazujici 100% shodu a po konzultaci
s firmou byl vybrén peptid 0 aminokyselinové sekvenci [IEVAPPKAHEVRIKI. Nasledné
probéhla piiprava antigenu — syntéza peptidu CIEVAPPKAHEVRIKI (sekvence z
GSNOR s ptidanym Cys), ktery byl navazan na antigenni nosic¢, keyhole limpet protein.
Imunizace antigenem byla provedena celkem 3x a to u dvou kraliki. Nakonec byla

provedena afinitni purifikace finalniho séra.
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3.4 Experimentalni metody

3.4.1 Priprava vzorku pro stanoveni aktivity GSNOR

Vzorky zamrazenych tél dospélych vcel byly vzdy nejprve rozdéleny na jednotlivé télni
¢asti — hlavu, hrud’ a zadecek. U octomilek byla pouzita celd téla. Tyto vzorky byly
homogenizovany v tekutém dusiku s extrakénim pufrem (50 mmol.1? Tris-HCI, pH = 7,5;
0,2% (v/v) Triton X-100, 2 mmol.I DTT; 1 mmol.I* AEBSF) v poméru 1 g biologického
materidlu na 2 ml extrakéniho pufru. Homogenizované extrakty byly za obcasného
vortexovani ponechany 10-20 min na ledu. Poté probé&hla centrifugace 20 min pfi
16 000 g a 4 °C. Jednotlivé supernatanty byly ptreneseny do ¢istych mikrozkumavek.
V takto ziskanych cCerstvych extraktech byla nejdfive zmétfena celkova koncentrace
proteinti metodou podle Bradfordové a piipadné upravena fedénim v extrakénim pufru na
koncentraci 10 mg.ml™. Vhodné& fedéné extrakty byly nasledné ptecistény na kolonkach
PD MiniTrap G-25. Kolonka byla vzdy nejprve promyta
(3 x 5 ml) ekvilibra¢nim pufrem (20 mmol.I"* Tris-HCI, pH = 8,0). Na kolonku bylo poté
naneseno 500 pl extraktu, po vsaknuti extraktu do matrice kolonky bylo naneseno
1000 pl eluéniho pufru (20 mmol.I* Tris-HCI, pH = 8,0) a eludt byl jiman do
mikrozkumavky (1. frakce). Pote byla znovu provedena eluce stejnym zptusobem
(2. frakce). Na zavér byla kolonka promyta nékolikrat destilovanou vodou. V takto
precisténych extraktech byla opét zméiena celkova koncentrace proteinii metodou podle

Bradfordové.

3.4.2 Priprava vzorku pro stanoveni aktivity NOS

Nejprve byl pfipraven zasobni pufr rozpusténim 476 mg HEPES, 58 mg EDTA, 0,5 g
PVPP a 10 g glycerolu v deionizované vodé a nasledné doplnén na objem 100 ml. Vzdy
tésné pied extrakci bylo k 10 ml zasobniho pufru ptidano 4,8 mg AEBSF, 7,7 mg DTT
a 10 pl zésobniho roztoku aprotininu, ktery byl pfipraven rozpusténim 1 mg aprotininu v
1 ml zasobniho pufru. Vysledna koncentrace jednotlivych slozek extrakéniho pufru byla:
20 mmol.I'* HEPES, 2 mmol.I'* EDTA, 0,5% PVPP, 10% glycerol, 5 mmol.I* DTT,
2 mmol.I* AEBSF a 0,153 mmol.I* aprotinin. Vzorky zamrazenych dospélych véel byly
vzdy rozdéleny na jednotlivé télni ¢asti — hlavu, hrud’ a zadecek. Tyto vzorky byly za
stalého chlazeni za pfidavku moiského pisku homogenizovany s extrakénim pufrem

vV poméru 1 g biologického materidlu na 2 ml extrakéniho pufru. Homogenizované vzorky
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byly poté centrifugovany 10 min pii 16 000 g a 4 °C. Supernatanty byly poté pfevedeny

do mikrozkumavek a zamrazeny pfi teploté -20 °C.

3.4.3 Priprava vzorku pro stanoveni aktivity TrxR

Zamrazena téla dospélych véel byla vzdy rozdélena na jednotlivé télni ¢asti — hlavu, hrud’
a zadeCek. Vzorky byly za stalého chlazeni homogenizovany s extrakénim pufrem
(100 mmol.I* KPi, pH 7,0; 10 mmol.I* EDTA) za ptidavku motského pisku v poméru
1 g biologického materidlu na 2 ml extrakéniho pufru. Homogenizované extrakty byly
centrifugovany 10 min pii 16 000 g a 4 °C. Supernatanty byly pteneseny do Cistych

mikrozkumavek a zamrazeny pfi teploté -20 °C.

3.4.4 Priprava vzorku pro SDS-PAGE

Zamrazena téla dospelych veel byla vzdy rozdélena na jednotlivé télni ¢asti — hlavu, hrud’
a zadeCek. U octomilek byla pouzita cela téla. Vzorky byly za stalého chlazeni
homogenizovany s extrakénim pufrem (Tris-HCI, pH 7,5) za pfidavku motského pisku
vpoméru 1 g biologického materialu na 2 ml extrak¢niho pufru. Homogenizované
extrakty byly centrifugovany 10 min pii 16 000 g a 4 °C. Supernatanty byly preneseny

do ¢istych mikrozkumavek a zamrazeny pii teploté -20 °C.

3.4.5 Priprava S-nitrosoglutathionu

GSNO byl ptipraven reakci redukovaného glutathionu s dusitany v kyselém prostiedi
podle Moore a Mani (2002). Navazka 614 mg GSH byla rozpusténa v 3 ml 0,5 mol.I*t
HCI. Za stalého michani v ledové lazni byla k roztoku GSH piidana navazka 138 mg
NaNO,. Reak¢ni smés byla poté ponechéna 40 minut na ledové lazni za vzniku ¢ervené
srazeniny, ktera byla nasledné odsata na filtratnim papife na Biichnerové nalevce.
SraZenina byla poté promyta 2x 10 ml ledové vychlazené deionizované H20, 2x 10 ml
ledové vychlazeného acetonu a 2x 10 ml ledové vychlazeného diethyletheru. Takto odsata
a promyta srazenina byla z filtraéniho papiru pienesena na alobal a ponechana asi 30
minut susit v exsikatoru. Vysuseny produkt byl pfenesen do n€kolika mikrozkumavek

a ihned zamrazen pfi teploté -20 °C.
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3.4.6 Stanoveni celkovych proteini metodou Bradfordove

Metoda je zalozena na interakci proteini s barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250
(CBB) v kyselém prosttedi. Pfi navazani barviva na protein dojde ke zmén¢ barvy roztoku
z ¢erveno-hnédé na modrou a dochazi tak k posunu absorpéniho maxima CBB z 465 nm
na 610 nm (Bradford, 1976; Zor a Selinger, 1996). M¢feni bylo provadéno
v 96-jamkovych mikrodesti¢kach. Do jednotlivych jamek bylo nejdfive naneseno 45 pl
deionizované vody, poté 5 ul extraktu nebo standardu BSA, nasledné 200 pl pracovniho
roztoku ¢inidla Bradfordové. Po jemném protiepani byla desticka ponechana 5 min
inkubovat pii laboratorni teplot¢ a nasledné byla zméfena absorbance pfii
450 nm a 595 nm. Jako standard byl pouzit BSA (hovézi sérovy albumin) v rozmezi
koncentraci 0-1 mg.ml?. Zasobni roztok CBB byl ptipraven rozpusténim 50 mg CBB
vV 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné a doplnén do 100 ml deionizovanou
vodou. Pracovni roztok ¢inidla byl vzdy ptipraven ziedénim zasobniho roztoku

deionizovanou vodou v poméru 1:4.

3.4.7 Spektrofotometrickeé stanoveni aktivity GSNOR

Enzym GSNOR katalyzuje NADH-dependentni redukci GSNO na GSSG a NHa. Princip
reakce je zalozen na spotfebovani NADH pii1 redukci substratu GSNO, kdy dochazi
k poklesu absorbance pii 340 nm Aktivitu GSNOR lze uréit jako mnozstvi pii 340 nm
(e = 6220 I'mol*-cm™) (Barroso, 2006).

Meéieni bylo provadéno v 96-jamkovych mikrodestickach. Nejdiive bylo do kazdé
jamky pipetovano 232 pl reakéniho pufru (20 mmol.I*? Tris-HCI, pH = 8,0), poté 8 pl
Cerstvé pripraveného pie¢isténého extraktu a 30 ul 2 mmol.I' NADH (navézka 1,418 mg
rozpusténa v2 ml 20 mmol.I* Tris-HCI pufru, pH = 8,0). Reakce byla zahajena
piidavkem 30 pl 4 mmoll! GSNO (navazka 1,345 mg GSNO rozpusténa v1 ml
5 mmol.I" HCI). Roztoky NADH i GSNO byly vzdy pfipraveny erstvé tésné pred
méfenim. V piipadé¢ blanku byl GSNO nahrazen deionizovanou H20. Smés byla
promichéna a poté byla sledovana po dobu 6 min zména absorbance pii 340 nm pfi

30 °C. Pro vypocet aktivity byl vyhodnocen Usek v intervalu 1-6 min od pocatku méteni.
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3.4.8 Spektrofotometricke stanoveni aktivity TrxR
Aktivita TrxR byla stanovena metodou podle Kanzok et al., 2001, upraveno podle navodu
ke komerénimu kitu pro méfeni aktivity TrxR (Sigma-Aldrich CS0171). Tato metoda je
zalozena na principu, kdy TrxR in vitro katalyzuje reakci:

DTNB + NADPH + H* — 2 TNB + NADP*
Pii této reakci dochazi k redukci DTNB a soucasné oxidaci kofaktoru NADPH, vznika
zluty produkt 5-thionitrobenzoova kyselina (TNB), ktery je méfen spektrofotometricky
pii vinové délce 412 nm (Holmgren a Bjornstedt, 1995).

Megfteni probihalo v 96-jamkovych mikrodestickach. Do kazdé jamky bylo nejdiive
pipetovano 10 pl 100 mmol.I* roztoku DTNB. Poté bylo pipetovano 200 pl (v piipadé
negativni kontroly), 230 ul (v ptipad¢ vzorku) a 280 ul (v ptipadé blanku) pracovniho
pufru 100 mmol.I* KPi, pH 7,0; 10 mmol.I* EDTA. Poté bylo v ptipadé vzorku
a negativni kontroly pipetovano 50 ul extraktu, v ptipadé blanku pouze 50 pl pufru.
V ptipadé negativni kontroly bylo navic jesté pipetovano 30 ul 10 mmolLI? inhibitoru
TrxR methylviologenu. Po tomto kroku byla smés v jamkach inkubovana 5 min, pro
efektivngjsi inhibici enzymu. Start reakce byl proveden piidavkem 10 pl 6 mmol.I*
NADPH (Tab. 1). Poté byla sledovana zména absorbance pii 412 nm b&hem 10 min pfi
30 °C. Roztoky DNTB a inhibitoru methylviologenu uchovavany pti -20 °C, roztok

NADPH ptipraven vzdy Cerstvy tésné pred métenim.

Tab. 1 Mnozstvi jednotlivych roztoki pipetovanych do jedné jamky 96-jamkové desticky pro
stanoveni aktivity TrxR (uvedeno v pl).

o Start-
DTNB Pufr Extrakt Inhibitor
NADPH
Blank 10 280 0 0 10
Vzorek 10 230 50 0 10
Kontrola 10 200 50 30 10
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3.4.9 Stanoveni aktivity NOS pomoci NO analyzatoru

Metoda je =zalozena na stanoveni mnozstvi dusitani vzniklych oxidaci NO
produkovaného z L-argininu Vv reakci katalyzované NOS. Reak¢éni smés se vSemi
kofaktory NOS je po pfidani vzorku inkubovana pti 37 °C po dobu 30 min a poté dojde
k deproteinaci vzorku, zatimco pro kontrolni méfeni vychozi koncentrace dusitanti se
provede deproteinace vzorku ihned. Nakonec se porovnanim mnozstvi NO2™ v obou
mikrozkumavkéch zjisti mnozstvi NO2™ vzniklé béhem 30min inkubace pii enzymové
reakci.

Nejprve byl ptfipraven zdsobni roztok obsahujici 2,38 g HEPES a 21 mg octanu
hotfecnatého na 100 ml zasobniho pufru. pH bylo upraveno NaOH na hodnotu 7,5. Dale
byl pfipraven roztok chloridu vapenatého rozpusténim 147 mg CaClz . 2 H,O v 10 ml
zasobniho pufru. Oba tyto roztoky byly uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C. Dale byly
pfipraveny nasledujici roztoky: L-arginin a D-arginin 50 mmol.I"* (navazka 1,05 g na
100 ml zasobniho pufru), L-norvalin 50 mmol.I* (navazka 0,6 g na 100 ml zasobniho
pufru), FAD 10 mmol.I' (navazka 4,2 mg na 500 pl deionizované vody), FMN
10 mmol.I* (navazka 2,4 mg na 500 ul deionizované vody), kalmodulin 10 pmol.I*
(navéazka 200 pg na 1,2 ml zasobniho pufiu), BHs 8 mmol.I"! (navazka 2,5 mg na 1 ml
zésobniho pufru) s ptidavkem 100 mmol.I' DTT. Tyto roztoky byly zamrazeny po
vhodnych aliquotech pii teploté -20 °C. Tésné pred méfenim aktivity NOS byl ptipraven
reak¢ni pufr. K 10 ml zasobniho pufru bylo po rozmrazeni a promichani na vortexu
ptidano: 100 ul CaClz, 200 pl L-argininu, 200 pl L-norvalinu, 10 pl FAD, 10 pul FMN
a 10 pl kalmodulinu. Nésledné byl erstvé pfipraven roztok 1 mmol.I' NADPH (navéazka
0,55 mg na 1 ml zasobniho pufiu), ke kterému bylo ptidano 10 ul BHsv DTT.

Pro samotnou reakci bylo do 1,5 ml mikrozkumavky napipetovano nejdiive
120 pl erstvé ptipraveného reakéniho pufru (HEPES, Mg?*, Ca%*, Arg, Nor-Val, FAD,
FMN, kalmodulin) a 30 ul 1 mmol-1* NADPH obsahujiciho 8 mmol-1t BH4. V ramci
méfeni inhibice bylo do 1,5 mikrozkumavky napipetovano 108 pl ¢erstvé piipraveného
reakéniho roztoku, 30 pl 1 mmol-I? NADPH obsahujiciho 8 mmol-I" BHs a 12 pl
inhibitoru o koncentraci 25 mmol.I"t (vysledna koncentrace inhibitoru v reakéni smési
1 mmol.I*%, obdobné také pro vysledné koncentrace inhibitorti 2 mmol.I'%). Jako inhibitory
byly pouzity: L-NAME, N®-nitro-L-arginin, aminoguanidin, 7-nitroindazol,

S-ethylisothiomocovina.
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K tomuto roztoku bylo poté ptidano 150 pl extraktu a roztok byl promichdn. Nasledné
bylo odebrano 150 pl vzorku do druhé 1,5 ml mikrozkumavky. Ke 150 pl v prvni
mikrozkumavce bylo pfidano 100 pl 0,8 mol-1t NaOH a 100 pl 16% ZnSOs. Prvni vzorek
byl nasledné centrifugovan pti 16 000 g a laboratorni teplot¢ po dobu 10 min a po
centrifugaci byl vzorek uchovan pii teploté -20 °C. Zbylych 150 pl vzorku ve druhé
mikrozkumavce bylo inkubovano 30 min pfi teploté 37 °C. Po inkubaci bylo ke vzorku
pfidano 100 pl 0,8 mol-1"t NaOH a 100 ul 16% ZnSO4. Vzorek byl nasledné intenzivné
promichan na vortexu a poté centrifugovan pii 16 000 g a laboratorni teploté po dobu
10 min. Supernatanty byly poté pievedeny do mikrozkumavek a zamrazeny pfi teploté
-20 °C.

Stanoveni NO;™ probihalo na chemiluminiscené¢nim NO analyzatoru CLD88 podle
Laver et al., 2008. Nejdiive byl piipraven Cerstvy zasobni roztok Nal rozpusténim
150 mg Nal v 1,5 ml deionizované vody. Tésné pied méfenim bylo k 500 um zasobniho
roztoku Nal ptidano 4,5 ml ledové kyseliny octové. Takto vznikly reakéni roztok byl poté
pienesen do reakéni nddobky NO analyzatoru. Po zahajeni métfeni bylo vzdy do reak¢ni
nadobky napipetovano 10 pl vzorku obsahujiciho NO>". Byla ptipravena kalibra¢ni fada
standardii NaNO, o koncentracich 1, 10, 100, 1000 a 10 000 nmol.I* a to postupnym

fedénim pocate¢ni koncentrace 10 mmol- 1" NaNO; v deionizované vodé.

3.4.10 Stanoveni aktivity NOS metodou s 2,3-diaminonaftalenem
Metoda je =zalozena na reakci dusitant vzniklych oxidaci vzniklého NO
s 2,3-diaminonaftalenem (DAN) v kyselém prostiedi. Reakci vznika stabilni, vysoce
fluoreskujici sloucenina 2,3-naftotriazol, jejiz intenzita a stabilita fluorescence je silné
zvysena v alkalickém prostiedi (Misko et al., 1993; Miles et al., 1996).

Byla piipravena kalibraéni fada standardd NaNO: Vv deionizované vodé
o koncentracich 10, 50, 100, 500, 1000, 2500 a 5 000 nmol. I, Pro tuto metodu byl pouzit
stejny postup piipravy vzorkl jako pro chemiluminiscenéni stanoveni aktivity NOS
(kapitola  3.4.8), tj. inkubace reakéni smési 30 min pifi teploté
37 °C néasledovana deproteinizaci. Reakce byla provedena v 1,5 ml mikrozkumavkach.

Pred méfenim byl ptipraven Cerstvy roztok DAN o koncentraci 1 mg DAN na 1 ml
DMF. Takto piipraveny roztok byl poté 20x fedén 0,6 moll? HCI na vyslednou
koncentraci 50 pg.ml?. K 500 pl standardu &i vzorku bylo piidano 50 pl acidického

roztoku DAN a smés byla promichdna na vortexu. Nésledné probehla inkubace 10 min
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pii laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 25 ul roztoku NaOH o koncentraci 3 mol.l”
a smés byla opét promichana. Samotné méfeni probihalo v 96-jamkovych
mikrodestickach pro méfeni fluorescence. Thned po pridavku NaOH byla reakéni smés
rozpipetovana do tfi jamek (115 pl/jamka). Méfeni fluorescence probihalo pii excitacni

vinové délce 375 nm a emisni vinoveé délce 415 nm.

3.4.11 Separace proteini metodou SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE) se pouziva pro separaci proteini na zakladé jejich molekulové hmotnosti.
Separace proteinll byla provedena v 10% dé¢licim gelu, pH 8,8 a v 4% zaostfovacim gelu
pH 6,8 (jednotlivé slozky a jejich objemy v Tab. 2). Pfidavkem vzdy Cerstvé piipraveného
roztoku persiranu amonného do kadinky s jednotlivymi komponenty gelti byla zahajena
polymerace gelu. Nejdiive byl mezi skla (cca 1 cm pod hiebinek) pomoci Pasteurovy
pipety nanesen délici gel. Gel byl poté pievrstven tenkou vrstvou n-butanolu. Po ztuhnuti
gelu byl odstranén n-butanol a povrch gelu byl oplachnut destilovanou vodou a vysusen
pomoci filtratniho papiru. Po zahdjeni polymerace zaostfovaciho gelu byla smés
pienesena pomoci pipety na ztuhly dé€lici gel. Do gela byly opatrné vloZeny hiebinky. Po
ztuhnuti byla skla s pfipravenym gelem vlozena do elektroforetické komurky, do které
bylo nalito dostate¢né mnozstvi elektrodového pufru tak, aby pretekl do jamek gelu. Do
jamek byly poté automatickou pipetou naneseny vzorky (10 pl, 20 pl) nebo proteinové
markery (2-3 ul). Zaostiovani proteini nejprve probihalo pii napéti 100 Va po
doputovani bromfenolové modri k rozhrani zaostfovaciho a délicitho gelu bylo napéti
zvyseno na 200 V. Po vymyti bromfenolové modfi z gelu byla elektroforéza ukoncena.
Gely byly nasledné pouzity k blotovani nebo barveny CBB R-250 a poté odbarveny

pomoci odbarvovaciho roztoku.

Ptiprava vzorku pro SDS-PAGE:

K vhodné nafedénému vzorku byl pfidan stejny objem 2x vzorkovaciho pufru podle
Laemmliho (0,125 mol.I*t Tris HCI, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,2 mol.I'* DTT,
0,2% (w/v) bromfenolova modt, 5% merkaptoethanol; pH 6,8). Smés byla promichana
na vortexu a 5 min zahtivana na termobloku pii 95 °C. Po ochlazeni v ledové lazni byly
vzorky centrifugovany 5 min pfi 15 000 g.

Redukce a alkylace vzorkd pro SDS-PAGE:
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Byly ptipraveny 3 rtizné varianty jednoho vzorku: vzorek 1 (redukovany vzorkovacim
pufrem s p-merkaptoethanolem), vzorek 2 (redukovany vzorkovacim pufrem
a redukovany DTT), vzorek 3 (redukovany vzorkovacim pufrem, DTT a alkylovany
jodoacetamidem). K vhodné fedénému vzorku byl nejdiive pfidan stejny objem 2x
vzorkovaciho pufru podle Laemmliho a smés byla 5 min zahfivana na termobloku pfi
95 °C. Po ochlazeni byl ke vzorkiim p¥idan 500 mmol.1* DTT v poméru 1: 50 nebo stejny
objem Tris-HCI pufru a vzorky byly zahfivany 15 min pfi teploté 60 °C. Po ochlazeni byl
pridan 400 mmol.I"* jodoacetamid nebo stejny objem Tris-HCI pufru a vzorky byly
inkubovany 60 min pfi laboratorni teploté. Po kazdém kroku ptidavku roztokl byla smés

fadné promichana na vortexu. Jednotlivé kroky postupu podrobné&ji uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Jednotlivé kroky postupu pro kazdou z variant piipravy vzorki.

Krok Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3

1 Extrakt Extrakt Extrakt

2 Vzorkovaci pufr Vzorkovaci pufr Vzorkovaci pufr
Zahtat (5 min, Zahtat (5 min, Zahtat (5 min,

3 95 °C), ochladit 95 °C), ochladit 95 °C), ochladit

4 Tris-HCI, pH 7,5 500 mmolt DTT 500 mmol DTT

. Zahtat (15 min, Zahtat (15 min, Zahiat (15 min,
60 °C), ochladit 60 °C), ochladit 60 °C), ochladit

6 Tris-HCI, pH 7,5 Tris-HCI, pH 7,5 400 mmol.I*

jodoacetamid
7 60 min lab. teplota 60 min lab. teplota 60 min lab. teplota




Roztoky:
APS 10% (w/v) (0,1 g persiranu amonného rozpustit v 1 ml deionizované vody)

Elektrodovy pufr (0,025 mol.I*t Tris, 0,192 mol.I* glycin, 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3)
Barvici roztok CBB R-250 (0,1% (w/v) CBB R-250 v 15% (v/v) kyseling octové a 45%
(v/v) methanolu)

Odbarvovaci roztok po barveni CBB R-250 (40% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina
octova)

Tab. 3 SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu, mnozstvi pro piipravu dvou gela (uvedeno v ml).

Tris HCI Tris HCI
AA/BIS
Typ gelu 1,5 mol.I?, 0,5 mol.I?, H-0 SDS TEMED APS
30%/0,8%
pH 8,8 pH 6,8
D -10% 3,4 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07
Z-4% 1,3 - 2,5 59 0,2 0,02 0,12
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3.4.12 Semi-dry Western blotting

Nejdiive byla pfipravena nitrocelulosova (NC) nebo PVDF blotovaci membréna a 2 ks
silnych filtraénich papirti o stejné velikosti, jako jsou rozméry gelu. Gel po ukonceni
elektroforézy byl inkubovan 15 min v blotovacim pufru, nitrocelulosovd membrana
a filtraéni papiry 10 min. PVDF membrana byla nejprve inkubovdna 5 min v
¢istém methanolu. Do blotovaci komirky byly postupné skladany jednotlivé vrstvy: na
anodu (spodni elektrodu) — filtra¢ni papir, membrana, gel, filtra¢ni papir. Pomoci valecku
byly odstranény bubliny mezi gelem a membranou. Poté byla ptilozena katoda (horni
elektroda), blotovaci zafizeni bylo uzavieno vikem a ptipojeno ke zdroji napéti. Byl
nastaven proud 190 mA, doba blotovani byla zvolena na zakladé optimalizace (viz. kap.
4.2). PVDF membrana byla po ukonceni blotovani na cca 15 s oplachnuta v methanolu.
Membrany byly poté po dobu 5 min barveny v barvicim roztoku s Ponceau S a nasledné

oplachnuty destilovanou vodou a dale pouzity pro imunochemickou detekci proteint.

Roztoky:
Blotovaci pufr: 39 mmol.I"t glycin, 48 mmol.I* Tris, 0,0375% (w/v) SDS, 20% (v/v)

methanol

Barvici roztok sPonceau S: 0,2% (w/v) Ponceau Sv 10% (v/v) kyselin¢ octové

3.4.13 Imunochemicka detekce proteint

Membréna byla po barveni v Ponceau S a promyti v destilované vodé nejdiive 2 hod
inkubovéna v blokovacim roztoku, roztok suSeného mléka v TBS pufru obsahujicim
Tween (TBS-T). Po zablokovéani nespecifickych mist byla membrana promyta roztokem
TBS-T. Poté byla membrana pienesa na 2 hod do roztoku mléka v TBS-T obsahujiciho
vhodné fedénou primarni protilatku. Po inkubaci byla membrana opét promyta roztokem
TBS-T a inkubovana 2 hod v roztoku mléka v TBS-T obsahujiciho vhodné fedénou
sekundarni protilatku znacenou alkalickou fosfatasou (AP) nebo kienovou peroxidasou
(HRP). Nasledné byla membrana opét promyta roztokem TBS-T a dale byla provedena
detekce. V piipadé sekundarni protilatky znacené AP byla membrana barvena pomoci
roztoku chromogenniho substratu NBT-BCIP. Po vyvinuti tmavé fialovych bandu byla
membrana promyta destilovanou vodou, ususena a vyfocena. U sekundarni protilatky
znacené HRP byl pouzit barvici roztok s 4-Cl-1-naftolem nebo byla membrana
inkubovéana s reagenty SERVALight EOS Luminol Solution Reagent A a SERVAL ight
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EOS Peroxide Solution Reagent B, které byly smichamy v poméru 1:1.
Chemiluminiscen¢ni signal byl poté detekovan na ptistroji C-DiGit Blot Scanner (Li-Cor)
a vysledky vyhodnoceny pomoci programu Image Studio.

Jednotlivé kroky imunochemické detekce proteini, véetné Easovych intervald
a presnych objemi pouzivanych roztokut jsou uvedeny v Tab. 4. VSechny kroky probihaly
za stalého tiepani pii teploté 4 °C. Redéni primarnich (anti-NOS, anti-GSNOR)
a sekundéarnich protilatek bylo optimalizovano a je uvedeno ve vysledkové ¢asti této

prace.

Roztoky:

TBS pufr: 20 mmol.I* Tris, 500 mmol.I* NaCl, pH 7,5

TBS-T: 0,15 ml Tween-20 do 300 ml TBS

Barvici roztok pro AP: 10 ml AP pufru, 33 pul NBT (10% (w/v) NBT v 70% (v/v) DMF),
33 pI BCIP (5% (w/v) BCIP v 100% (v/v) DMF)

AP pufr: 100 mmol.I?* Tris-HCI (pH 9,5), 50 mmol.I"t MgCl,, 100 mmol.I* NaCl
Barvici roztok pro HRP: 15 mg 4-Cl-1-naftolu rozpustit v 5 ml methanolu, poté ptidat 20
ml TBS pufru a 30 pl 30% H.0>

Tab. 4 Jednotlivé kroky postupu imunochemické detekce protein.

Postup Objem Cas
(ml) (min)
Inkubace s 1% nebo 5% mlékem v TBS-T 25 120
Promyti roztokem TBS-T 30 10
Inkubace s priméarni protilatkou v 1% nebo 5% mléce v TBS-T 25 120
Promyti roztokem TBS-T 30 10
Promyti roztokem TBS-T 30 10
Inkubace se sekundarni protilatkou v 1% nebo 5% mléce v TBS-T 25 120
Promyti roztokem TBS-T 30 10
Promyti roztokem TBS-T 30 10
Detekce barvicim roztokem pro HRP/AP 25/10 10
Promyti destilovanou vodou 30 2x10
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Aby byly objemy pouzitych protilatek co nejmensi, byla vyzkousena alternativni
metoda imunochemickeé detekce proteini S vyuzitim parafilmu. Tato metoda je provadéna
Vv plastové krabic¢ce s vikem, ve které jsou umistény vodou nasaklé filtra¢ni papiry a na
nich je polozeno skli¢ko pokryté parafilmem. Na hydrofobni povrch parafilmu jsou
umistény membrany. Na kazdou membranu je nanaSen pouze takovy objem roztoku
protilatky v mléce, aby pokryl cely povrch membrany, tj. 0,5 ml v ptipadé jednotlivych
prouzki membrany. Takto sestavena komtrka musi byt vzdy dostatecné zvlhéena
a uzaviena, aby nedochazelo k odpatovani vody a vysuSovani membrany. Inkubace
probiha bez tiepani pii teploté 4 °C. Nasledujici kroky po inkubaci jsou provadény stejné

jako u pivodni metody.
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni celkovych proteini metodou Bradfordové
Pro stanoveni koncentrace proteini ve vzorcich byly pfipraveny standardy BSA
o koncentraci 1-1000 pg.ml? a nasledné byla méfena absorbance pii 590 a 450 nm proti
blanku v technickych triplikatech metodou Bradfordové (Obr. 10).

Ze ziskané rovnice kalibra¢ni pfimky byla poté vypoctena koncentrace proteinti ve
vzorcich. Tyto hodnoty byly dale vyuzity u SDS-PAGE, kdy byly extrakty nafedény na
vhodnou koncentraci a dale v ramci stanoveni specifické aktivity enzymi, kdy byla

vysledna aktivita vztaZena na mnozstvi proteint ve vzorku.
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Obr. 10 Kalibraéni piimka zavislosti absorbance na koncentraci BSA. Rovnice piimky
y = 0,0013x - 0,0164 s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9973.
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4.2 Zavedeni metody stanoveni aktivity TrxR

V télnich ¢astech véely medonosné bylo testovano stanoveni aktivita TrxR metodou
popsanou V literatufe pro enzym z Drosophily, v¢etné vyuziti methylviologenu jako
mozného specifického inhibitoru aktivity hmyzi TrxR. Aktivita byla méfena
u neinhibované reakce a u reakce inhibované methylviologenem (Tab. 5). Nejvyssi
specificka aktivita TrxR byla naméfena v hlavové casti vCely. Po pfidavku inhibitoru
methylviologenu o celkové koncentraci 1 mmol.I? doslo u vSech vzorkéi pouze
k mirnému poklesu aktivity. Méfeni bylo provedeno u kazdého vzorku v technickém
triplikatu pouze jednou. Jedna se tedy pouze o orienta¢ni méfeni, kdy byla na vzorcich

klinicky zdravych vcel testovana dand metoda.

Tab. 5 Stanoveni specifické aktivity TrxR v télnich ¢astech véely. Kazdy vzorek byl méten v sérii
tif opakovani v technickém triplikatu.

Specificka aktivita TrxR
po pridavku inhibitoru
(pkat.mg™ proteinu)

Specificka aktivita TrxR

T¢Ini cast véely (pkat.mg"* proteinu)

Hlava 5,00 +1,55 4,57 +1,40
Hrud’ 3,21 +0,47 2,92 +0,36
Zadecek 3,46 +0,34 2,60 0,55
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4.3 Optimalizace metody semi-dry Western blotting

Ve vychozich experimentech byl optimalizovan ¢as potiebny k pienosu protein z gelu
na membranu metodou semi-dry blottingu. Proteiny pfenesené na membranu byla
nasledné detekovany pomoci Ponceau S, zatimco proteiny nepienesené z gelu byly
detekovany pomoci CBB R-250. Byly vyzkouseny ¢asy blotovani 60, 90 a 120 min a 16
hod. Pfi nastaveni proudu 190 mA a blotovani po dobu 120 min byl pfenos proteinii na
membranu Uplny, v pouZzitém gelu nebyly viditelné zadné bandy. V piipadé, kdy byla
doba blotovani zkracena na polovinu, tedy 60 min, byly bandy na membrané mnohem
méné¢ vyrazné a byly viditelné 1 na gelu, pfenos tedy nebyl Uplny. Jako Cas potiebny
K tpInému pieblotovani proteini byla nasledné zvolena varianta 90 min.

Dale bylo optimalizovano fedéni vzorki pouzitych pro separaci v SDS-PAGE gelech.
Na gel byla nanasena koncentra¢ni fada standardi BSA, a dale nefedéné a fedéné extrakty
télnich ¢asti (hlava, hrud’, zadecek) vcely. V jednotlivych extraktech bylo nejdiive
metodou Bradfordové stanoveno mnozstvi celkovych proteinid. Nejvhodnéjsi rozmezi
koncentrace proteinli ve vzorku bylo 500-1000 pg.ml?, kdy byly jednotlivé proteiny
vhodné separovany (Obr. 11; odpovida fedéni 10x). V ramci optimalizace metody byly
také testovany blokac¢ni roztoky S dvéma rtiznymi koncentracemi susen¢ho mléka v TBS

pufru (1% a 5%), kdy jako vhodné&jsi byl zvolen bloka¢ni roztok s 5% koncentraci mléka.

kDa BSA HI5x Hr5x Za5x HI10x Hr 10x Za 10x

~ 66,5 ||W

Obr. 11 Optimalizace fedéni extraktd — detekce proteini na NC membrané (zleva: BSA
500 pg.ml™; 5x fedéné extrakty: hlava, hrud’, zadecek; 10x fedéné extrakty: hlava, hrud’, zade¢ek).
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4.4 Imunochemicka detekce proteini

4.4.1 Testovani krali¢i polyklonalni protilatky anti-GSNOR

Byla testovana krali¢i polyklonalni anti-GSNOR protilatka pfipravend imunizaci kralikt
(oznaceni jako kralik ¢. 45 a ¢. 46). Testovano bylo finalni nepurifikované sérum ziskané
Z obou kralika i frakce imunoglobulini ziskana afinitni purifikaci vychoziho séra,
provedena komer¢ni firmou.

Nejdiive byla testovana nepurifikovana séra z obou kralikt. Byla pouzita fedéni séra
1:1000 a sekundérni anti-krali¢i kozi protilatky znacené AP 1:1500. Po barveni roztokem
NBT-BCIP mizeme na membrané V piipadé extraktd z vcelich hlav pozorovat pét
vyraznych bandt a u extrakt hrudi jeden vyrazny band, zatimco v extraktech zadecka
nebyly detekovany zadné bandy (Obr. 12). Enzymu GSNOR by m¢l dle pifedpokladané
hmotnosti odpovidat vyznac¢eny band u extrakti z hlavy, avSak na membrané byly dalsi
nespecifické bandy, které byly zbarveny s podobnou intenzitou.

kDa HI 5x Hr 5x Za 5x HI 10x  Hr 10x Za 10x

~66,5

Obr. 12 Testovani detekce GSNOR v extraktech télnich ¢asti véel s pouzitim nepurifikovného
séra z kralika ¢. 46 na NC membrang, zleva: 5x fedéné extrakty — hlava, hrud’, zadecek; 10x
fedéné extrakty — hlava, hrud’, zadecek; fedéni séra 1:1000, fedéni sekundarni anti-krali¢i
protilatky znacené AP 1:1500.
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Déle byly pro detekci véeli GSNOR testovany purifikované protilatky z obou kraliku.
Redéni purifikované priméarni anti-GSNOR protilatky bylo 1:1000 a sekundarni
anti-krali¢i kozi protilatky znac¢ené AP 1:2500. U extraktd z hlav a hrudnikii muzeme
pozorovat mnozstvi slabé zbarvenych bandu (Obr.14). Intenzita zbarveni pozadi pouzité
NC membréany byla v tomto piipadé stale velmi vyrazna. V piipadé extraktu ze zadecku
nebyly bandy opét viditelné ani na membrané po blotovani a barveni v Ponceau S

(Obr. 13), ani po imunodetekci (Obr. 14, stejnd membrana).

~150
~100
~75

~50

~37

~20

Obr. 13 Testovani detekce GSNOR v extraktech t&lnich ¢asti véel na NC membrang, zleva:
markery molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein Dual Xtra, hlava — 10x a 20x fedény
extrakt; hrud’ — 10x a 20x fedény extrakt; zadecek — 10x a 20x fedény extrakt.
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kDa

~100

Obr. 14 Testovani detekce GSNOR v extraktech télnich ¢asti véel s pouzitim purifikované
protilatky z kralika ¢. 46 na NC membrané; zleva: hlava — 10x a 20x fedény extrakt; hrud” — 10x
a 20x fedény extrakt; zadeCek — 10x a 20x fedény extrakt; purifikovana primarni anti-GSNOR
protilatka 1:1000, sekundarni anti-krali¢i protilatka zna¢ena AP 1:2500.

JelikoZ bandy u zadeCku nebyly viditelné, dale se pokracovalo s testovanim pouziti
protilatek pro detekci GSNOR pouze u extraktt z hlavicek a hrudnikt z Kklinicky
zdravych v¢el (pro nasledujici experimenty byly pouzity nové extrakty, fedéni se tedy lisi
a muselo byt dale upraveno).

Na gel byla nanesena kalibra¢ni fada fedénych extraktl z hlav a hrudnikl (fedéni 2x,
5%, 10x a 20x). Misto NC membrany byla vtomto experimentu testovana PVDF
membrana, kterd byla po blotovani barvena v Ponceau S, promyta destilovanou vodou
a pro naslednou imunodetekci byla primarni purifikovana anti-GSNOR protilatka
Z kralika ¢. 46 fedéna 1:5000 a sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena AP 1:10 000
(Obr. 15). Vysledky experimentt s pouzitim protilatky z kralika ¢. 45 i €. 46 byly téméf
shodné, z toho divodu byla ve vsech dalSich experimentech testovana pouze protilatka
¢. 46 (dale neuvadéno). V tomto piipadé jiz nebylo na PVDF membrané viditelné tak
rusivé pozadi jako pii pouZiti nitrocelulosové membrany a jako nejvhodnéjsi bylo

zvoleno fedéni extraktii 20x (odpovida koncentraci proteinti ~700 pg.ml™).
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kDa

Hlava ' Hrud'

~180 2X 5x 10x 20x 2X 5x 10x 20x
~100 ~ —t Sum Oy e — e
~75 | .. - - —
~63 & - TR W e
~48 —

Ny e — 2
~35 i ——
~25

Obr. 15 Testovani detekce GSNOR na PVDF membrang, zleva: markery molekulovych
hmotnosti SERVA Triple Color Protein Standard Ill, kalibra¢ni fada vzorki hlava, hrud’
(fedéni 2 — 20x); purifikovana primarni protilatka anti-GSNOR 1:5000, sekundarni anti-krali¢i
protilatka znacena AP 1:10 000.

Dale byly pro imunodetekci GSNOR testovany ruzné kombinace fedéni primarni
a sekundarni protilatky. Na gel byly za sebou naneseny vzdy dvojice 20x fedénych
extrakti z hlavy a hrudi. NC nebo PVDF membrana byla po blotovani barvena v Ponceau
S, promyta destilovanou vodou a nastfihana na jednotlivé ¢asti, kdy vzdy na jednom kusu
membrany byla dvojice hlava-hrud’. Poté byla vyzkouSena tfi fedéni purifikované
primarni anti-GSNOR protilatky z kralika ¢. 46 (1:1000; 1:2500; 1:5000), negativni
kontrola bez piidavku primarni protilatky a dvé fedéni sekundarni anti-krali¢i protilatky
znacené AP (1:2500 a 1:10 000).

Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno s fedénim primarni protilatky 1:5000, kdy je vidét,
7ze ma protilatka dobrou afinitu k cilovému proteinu. Co se tye fedéni sekundarni
protilatky, tak byly bandy vice viditelné pfifedéni 1:2500 u obou typli membran (Obr. 17
a Obr. 19). V porovnani s NC membrénou (Obr. 16 a Obr. 17) byly pti pouziti PVDF

membrany (Obr. 18 a Obr. 19) bandy ostiejsi a vyraznéji zbarvené.
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kDa Prim.: NK 1:1000 1:2500 1:5000

Hr  HI Hr  HI Big HI geal” Hi' 3
~100 - ge— e — -—"‘
~63 Y ‘
~45 .~ !

| —_— t—

Obr. 16 Testovani detekce GSNOR s riiznym fedénim primarni a sekundarni protilatky na NC
membrang, dvojice extraktd hrud’ (Hr), hlava (HI); purifikovana primarni anti-GSNOR protilatka
(zleva: negativni kontrola — NK; 1:1000; 1:2500 a 1:5000), sekundarni anti-krali¢i protilatka
znacena AP 1:2500.

Sek.: 1:2500

kDa Prim.: NK 1:1000 I 1:2500 1:5000
Hr HI | Hr  Hl  Hr HI {Hr HI

~100 —

~63

B = = 1

~45

..

Sek.: 1:10 000

Obr. 17 Testovani detekce GSNOR s riiznym fedénim primarni a sekundarni protilatky na NC
membrang, dvojice extrakt hrud’ (Hr), hlava (HI); purifikovana primarni protilatka anti-GSNOR
(zleva: negativni kontrola — NK, 1:1000; 1:2500 a 1:5000), sekundarni anti-krali¢i protilatka
zna¢ena AP 1:10 000.
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kDa Prim.: NK 1:1000 1:2500 1:5000

Hr HlI | Hr HI Hr HI Hr HI
~63 o —— —
~45 " s by —

l

Sek.: 1:2500

Obr. 18 Testovani detekce GSNOR s riznym fedénim primarni a sekundarni protilatky na PVDF
membrang, dvojice extraktd hrud’ (Hr), hlava (HI); purifikovana primarni anti-GSNOR protilatka
(zleva: negativni kontrola — NK; 1:1000; 1:2500 a 1:5000), sekundarni anti-krali¢i protilatka
znacena AP 1:2500.

kDa Prim.: NK 1:1000 1:2500 1:5000
Hr HI Hr HI Hr .HI Hr HI
~100 | | c— — — -—— - —
|
~45 _— —
Sek.: 1:10 000

Obr. 19 Testovani detekce GSNOR s ruznym fedénim primarni a sekundarni protilatky na NC
membrang, dvojice extrakt hrud’ (Hr), hlava (HI); purifikovana primarni protilatka anti-GSNOR
(zleva: negativni kontrola — NK, 1:1000; 1:2500 a 1:5000), sekundarni anti-krali¢i protilatka
znacena AP 1:10 000.
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Jako dalsi byl proveden experiment, kdy bylo testovano, jestli béhem elektroforetické
separace v SDS-gelech nedochazi ke spojovani proteinit v dimery ¢i vy$$i oligomery.
Band odpovidajici molekulové hmotnosti ~100 kDa by v tomto pfipadé mohl odpovidat
proteinu, ktery by vznikl spojenim dvou podjednotek GSNOR o velikosti ~40 kDa
v dimer. Pro tento experiment byl pouzit 20x fedény extrakt hlavy. Celkem byly
ptipraveny tfirtizné varianty jednoho vzorku: vzorek 1 (redukovany vzorkovacim pufrem
s B-merkaptoethanolem), vzorek 2 (redukovany vzorkovacim pufrem a dodate¢né
redukovany vyssi koncentraci DTT), vzorek 3 (redukovany vzorkovacim pufrem, DTT a
nasledné alkylovany jodoacetamidem). PVDF membrana po blotovani barvena
v Ponceau S, promyta destilovanou vodou a pro naslednou imunodetekci byla
purifikovana primarni anti-GSNOR fedéna 1:5000 a sekundarni anti-krali¢i protilatka
znacena AP 1:2500.

Podle obrazku gelu (Obr. 20) a membrany po detekci GSNOR (Obr. 21) je patrné, ze
separace proteintl na gelu probéhla u vSech tfi typa zplsobu ptipravy vzorku stejné, tedy
proteiny netvoii oligomery ¢i vysSi adukty proteinti. Lze tedy konstatovat, ze

anti-GSNOR protilatka neni upIn¢ specificka.

Vz1 Vz 2 Vz 3

kDa

~180

~100
~75

~63

~48

~35

Obr. 20 Analyza proteini metodou SDS-PAGE v extraktech v¢el po dodate¢né redukei a alkylaci
proteint, zleva: markery molekulovych hmotnosti SERVA Triple Color Protein Standard IlI,
vzorek 1-3 (u kazdého naneseno do jamky 10 a 20 pl).
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Vz1 Vz 2 Vz 3
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~100 —
~75

~63
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Obr. 20 Detekce GSNOR vV extraktech v¢el po dodate¢né redukci a alkylaci proteint, zleva:
markery molekulovych hmotnosti SERVA Triple Color Protein Standard Ill, vzorek 1-3;
purifikovana primarni anti-GSNOR protilatka 1:5000, sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena
AP 1:2500.

4.4.2 Testovani univerzalni protilatky anti-NOS

Pro imunochemickou detekci NOS v extraktech télnich c¢asti vcel byla testovana
komer¢ni univerzalni anti-NOS protilatka. Nejdiive byl proveden experiment, kdy byly
na gel za sebou naneseny vzdy dvojice vhodné fedénych extraktti hlavy a hrudi.
Membréna byla po blotovani barvena v Ponceau S, promyta destilovanou vodou
a nastfihana na jednotlivé ¢asti, kdy vzdy na jednom kusu membrany byla dvojice
extraktl z hlavy a hrudi. Poté byla vyzkouSena tfi fedéni primarni anti-NOS protilatky
(1:1000; 1:2500; 1:5000), negativni kontrola bez ptidavku primarni protildtky a dvé
fedéni sekundarni protilatky znac¢ené AP (1:2500 a 1:10 000). Po barveni membrany byly
viditelné slab¢é zbarvené bandy odpovidajici velikosti ptiblizn¢ 150 kDa (Obr. 22).
V piipad€ fedéni primarni protilatky 1:1000 byly bandy viditelné u obou kombinaci
sekundarni protilatky. Pfi fedéni primarni protilatky 1:2500 v kombinaci s fedénim

sekundarni protilatky 1:10 000 byly bandy viditelné pouze slab¢.
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kDa Prim.: NK 1:1000 1:2500 1:5000
Hr HI Hr HI Hr HI Hr HI

? 1 Sek.:
1 1:2500
~ 150 {

1:10 000

Obr. 22 Detekce NOS v extraktech télnich ¢asti v¢el s vyuzitim komeréni anti-NOS protilatky,
na kazdém kusu NC membrany dvojice extraktti hrud’ (Hr), hlava (HI); primarni protilatka anti-
NOS (zleva: negativni kontrola; 1:1000; 1:2500 a 1:5000), sekundarni anti-kréli¢i protilatka
znacena AP (1:2500, 1:10 000).

Pro testovani protilatky anti-NOS byla vyzkouSena alternativni metoda
imunochemické detekce proteini s vyuzitim parafilmu. Do jamek gelu byly za sebou
naneseny vzdy dvojice vhodné fedénych extraktd hlava-hrud. Membréna byla po
blotovani barvena v Ponceau S, promyta destilovanou vodou a nastiihana na jednotlivé
¢asti, kdy vzdy na jednom kusu membrany byla dvojice extraktii hlava-hrud’. Na sklicko
pokryté parafilmem byly umistény jednotlivé kusy membrany. Na kazdy kus membrany
bylo poté nanaseno 0,5 ml roztoku protilatky v mléce. Byla pouzita dvé fedéni anti-NOS
primarni protilatky (1:500, 1:1000), negativni kontrola bez pfidavku primarni protilatky
a dvé ruzné sekundarni protilatky-znacené AP a HRP, ob¢ fedény 1:2500. Po barveni
membrany roztokem NBT-BCIP bylo mozné vidét pouze jeden slabé zbarveny band
u extraktu z hlavové ¢asti pii fedéni primarni protilatky 1:500, odpovidajici velikosti
piiblizné 150 kDa (Obr. 23). Pro sekundarni protilatku znacenou HRP byly vyzkouSeny
dva zplusoby detekce — barveni roztokem s 4-Cl-1-naftolem (Obr. 24)
a chemiluminiscen¢ni detekce (Obr. 25). Ani v jednom ptipadé nebyly detekovany na

membrané zadné bandy.
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kDa Prim.: NK 1:500 1:1000
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Obr. 23 Detekce NOS v extraktech télnich ¢asti v¢el s vyuzitim komeréni anti-NOS protilatky,
na kazdém kusu NC membrany dvojice extraktti hrud’ (Hr), hlava (HI); primarni protilatka anti-
NOS (zleva: negativni kontrola, 1:500 a 1:1000), sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena AP
1:2500 — detekce NBT-BCIP.

Prim.:  NK 1:500 1:1000

Hr HI Hr HI ’ Hr HI
' Sek.: 1:2500

Obr. 24 Detekce NOS v extraktech t€lnich ¢asti v¢el s vyuzitim komeréni anti-NOS protilatky,
na kazdém kusu NC membrany dvojice extraktti hrud’ (Hr), hlava (HI); primarni protilatka anti-
NOS (zleva: negativni kontrola, 1:500 a 1:1000), sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena HRP
1:2500 — detekce 4-Cl-1-naftolem.

Obr. 25 Detekce NOS v extraktech télnich ¢asti v¢el s vyuzitim komeréni anti-NOS protilatky,
primarni protilatka anti-NOS (negativni kontrola, 1:500 a 1:1000), sekundarni anti-krali¢i
protilatka znacena HRP 1:2500 — chemiluminiscen¢ni detekce. Chemiluminiscencni signél byl
detekovan na ptistroji C-DiGit Blot Scanner (Li-Cor) a vysledky vyhodnoceny pomoci programu
Image Studio.
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4.5 Aktivita NOS u klinicky zdravych vcel

4.5.1 Stanoveni aktivity NOS metodou s 2,3-diaminonaftalenem
Pro fluorimetrické stanoveni koncentrace dusitani, vznikajicich oxidaci NO
produkovaného v reakci katalyzované NOS, byla sestrojena kalibra¢ni piimka, ktera

vykazuje linearitu v daném koncentra¢nim rozmezi (Rzz 0,9992, Obr. 26).
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Obr. 26 Kalibra¢ni pfimka stanoveni NO; fluorescen¢ni metodou s DAN. Rovnice pitimky
y = 1,6175x — 64,354 s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9992.

V télnich castech vcely medonosné poté byla metodou s DAN stanovena specificka
aktivita NOS (Tab.6). Mé&feni bylo provedeno u kazdého vzorku v technickém triplikatu
pouze jednou. Jedna se tedy pouze o orientacni méteni, kdy byla na vzorcich klinicky
zdravych vcel testovana dana metoda. Specifickd aktivita NOS byla ve vSech télnich
¢astech vcely velmi nizka, ale nejvyssi aktivitu enzymu mizeme pozorovat v zadeckové

¢asti.

Tab. 6 Stanoveni specifické aktivity NOS u télnich ¢asti véely. Kazdy vzorek byl méfen pouze
jednou v technickém triplikatu.

Télni Cast vely Specificka aktivita NOS (pkat.mg™ proteinu)
Hlava 0,12
Hrud’ 0,11
Zadecek 0,29
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4.5.2 Testovani inhibice NOS

Metodou s DAN byla stanovena specificka aktivita NOS v reakci, v niZ byl substrat NOS
(L-arginin) nahrazen jeho isomerem D-argininem (Tab. 7). Specificka aktivita enzymu
pii pouziti D-arginin jako substratu, byla 0,08 pkat-mg?, coz predstavuje 22% aktivitu
vuci specifické aktivité s L-argininem.

Dale bylo opét metodou s DAN testovano 5 zndmych inhibitort zivo¢iSnych forem
NOS — aminoguanidin, 7-nitroindazol, S-ethylisothiomocovina, N®-nitro-L-arginin a

L-NAME s vyslednou koncentraci v reakéni smési 1 a 2 mmol.I"* (Tab. 8). Mé&feni
bylo provedeno pro kazdou koncentraci inhibitori pouze jednou, jedna se tedy pouze
o orientacni vysledky. Na zaklad¢ téchto ziskanych vysledki lze konstatovat, Ze vSechny

testované inhibitory kromé L-NAME vykazuji inhibi¢ni u€inky na véeli NOS.

Tab. 7 Specifické aktivity NOS pfi pouziti substratti L-argininu a D-argininu. Kazdy vzorek byl
méien pouze jednou v technickém triplikatu.

Substrat o koncentraci Specificka aktivita NOS Relativni aktivita vztaZena
1 mmol.I* (pkat.mg™* proteinu) k hodnoté pro L-Arg (%)
L-arginin 0,35 100
D-arginin 0,08 22

Tab. 8 Testovani vlivu inhibitorti o celkové koncentraci 1 a 2 mmol.I* na specifickou aktivitu
NOS v hlavové ¢asti metodou s DAN. Kazdy vzorek byl méfen pouze jednou v technickém
triplikatu.

Aktivita vztazena ke kontrole (%)

Inhibitor 1 mmol.I* 2 mmol.I*
N®-nitro-L-arginin 64,8 34,0
Aminoguanidin 67,1 30,7
7-nitroindazol 43,0 38,9
S-ethylisothiomocovina 55,2 9,3
L-NAME 131,3 112,9
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4.6 Stanoveni aktivity GSNOR u Klinicky zdravych véel a octomilky

U octomilek a v télnich ¢astech klinicky zdravych v¢el byla stanovena specificka aktivita
GSNOR (Tab. 9). M¢feni bylo provedeno u kazdého vzorku tiikrat, vzdy v technickém
triplikatu. Nejvyssi specifickd aktivita GSNOR byla namétena u octomilky. U véel byla

nejvyssi aktivita namétena v hlavové ¢asti.

Tab. 9 Stanoveni specifickeé aktivity GSNOR u octomilky (D. melanogaster) a télnich ¢asti véely
(A. mellifera). Kazdy vzorek byl méfen v sérii tfi opakovani v technickém triplikatu.

e -
Vzorek Specificka aktivita GSNOR (pkat.mg

proteinu)
Apis mellifera — Hlava 6,19 £ 0,39
Apis mellifera — Hrud’ 4,07 +0,35
Apis mellifera — Zadecek 5,84 £0,31
Drosophila 7,13 +£0,23
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4.7 Analyza GSNOR u véel infikovanych viry

4.7.1 Detekce GSNOR

Purifikovand protilatka byla vyuzita pro detekci GSNOR ve 12 vzorcich v¢elich hlavicek
z USA —kontrola bez vpichu (H1-H3), véely infikované DWV (H4-H6), véely infikované
CBPV (H7-H9) a v¢ely injektované PBS (H10-H12) (Obr. 27).

PVDF membrana po blotovani barvena v Ponceau S, promyta destilovanou vodou a pro
naslednou imunodetekci byla purifikovana priméarni anti-GSNOR tedéna 1:5000

a sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena AP 1:2500.

Podobné jakou u extraktii hlav klinicky zdravych vcel, pouZitych pro optimalizaci
metody imunochemické detekce GSNOR, byly u vSech vzorka pozorovany tti vyrazné
bandy, které odpovidaji proteinim o molekulovych hmotnostech ~100, 70 a 40 kDa.
Jelikoz se molekulové hmotnosti téchto proteiny pomérné vyrazné lisi, potvrzuje se tim
zna¢na nespecifita této protilatky. Enzymu GSNOR by mohl odpovidat spodni band, tedy

protein o velikosti ~40 kDa.

Kontrola DWV CBPV PBS

kDa H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 Hi12
~100
~75
~63
~48 ==
Prim.: 1:5000
Sek.: 1:2500

Obr. 27 Detekce GSNOR ve vzorcich v¢el vystavenych virové infekci; zleva: markery
molekulovych hmotnosti SERVA Triple Color Protein Standard Ill, kontrola bez vpichu (H1-
H3), v¢ely infikované DWV (H4-H6), vcely infikované CBPV (H7-H9) a v¢ely injektované PBS
(H10-H12); purifikovana primarni protilatka anti-GSNOR 1:5000, sekundarni anti-krali¢i
protilatka znacena AP 1:2500.
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4.7.2 Stanoveni aktivity GSNOR

Specificka aktivita GSNOR byla stanovena ve vzorcich hlav véel vystavenych virovym
infekcim (kontrola, v¢ely infikované DWV, véely infikované CBPV a v¢ely injektované
PBS; Tab. 10). Pro kazdou experimentalni skupinu byly analyzovany vzorky ze dvou
ruznych vcelstev. Nejvyssi specificka aktivita byla naméfena ve vzorcich vcel
infikovanych viry. Z divodu nedostatku biologického materialu bylo méfeni provedeno
Vv technickém triplikatu u kazdého vzorku pouze jednou. Jedna se tedy pouze o orientaéni

vysledky, pro jejichZ potvrzeni by bylo potifeba méteni zopakovat na vice vzorcich.

Tab. 10 Stanoveni specifické aktivity GSNOR v hlavové ¢asti véel — kontrolni véely bez vpichu,
véely infikované viry DWV a CBPV, v¢ely injektované PBS. Kazdy vzorek byl méfen pouze
jednou v technickém triplikatu.

OSetfent Vzorek Spe‘g;)flig't‘_igf}i;:gatgfu';'OR
Kontrola Eg ggi

Dwv s ran

: =

i %
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4.8 Detekce GSNOR u octomilky

Purifikovana protilatka anti-GSNOR byla pouzita pro detekci GSNOR u vzorki celych
tél dospélcti octomilky. Na gel byl nanesen 2x, 4x, 6x a 10x fedény extrakt. PVDF
membrana byla po blotovani barvena v Ponceau S, promyta destilovanou vodou a pro
naslednou imunodetekci byla anti-GSNOR fedéna 1:2500 a 1:5000 v kombinaci se
sekundarni anti-krali¢i protilatkou znacenou AP fedénou 1:2500.

Po barveni roztokem NBT-BCIP na membrané pozorovany 4 bandy, odpovidajicim
molekulovym hmotnostem ~40-55 kDa (Obr. 28). Tyto vysledky opét pravdépodobné
ukazuji na nizsi specifitu testované protilatky. LepSich vysledkt bylo dosazeno v piipadé
fedéni primarni protilatky 1:5000, coz koreluje i s vysledky z experimentti provedenych

na vzorcich extraktt t€lnich ¢asti véel.

kDa Prim.: 1:2500 1:5000
2X 4x 6x 10x 2X 4x 6x 10x
~100
~75
~63 b
~ — ——
N—— e
~48 -—
— b ——1
b — -
— - - .
~35
Sek.: 1:2500

Obr. 28 Testovani detekce GSNOR v extraktech celych tél dospélcii octomilky, zleva: markery
molekulovych hmotnosti SERVA Triple Color Protein Standard III, 2x, 4x, 6x a 10x fedény
extrakt; purifikovana primarni protilatka anti-GSNOR (fedéni 1:2500 a 1:5000), sekundarni anti-
krali¢i protilatka znacena AP 1:10 000.
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5 Diskuze

5.1 Zavedeni metody stanoveni aktivity TrxR

Trx/TrxR systém se spolecné s GSNOR podili na regulaci nitrosace proteint.
V soucasnosti dostupna literatura poskytuje pouze malo informaci ohledné tohoto
systému u hmyzu. Tato diplomova prace poskytuje vibec prvni informace tykajici se
méteni aktivity enzymu TrxR u véely medonosné. V télnich ¢astech vcely byla testovana
metoda stanoveni aktivity TrxR popsana v praci Kanzok et al., 2001. V této studii
10 pumol.I* koncentrace inhibitoru methylviologenu v reakci inhibovala enzymovou
aktivitu DmTrxR a lidské TrxR a GR, kdy aktivita reakce klesla ptiblizné na 30 %. Pfi
pouziti 1 mmol.I"! koncentrace inhibitoru, tedy stejné koncentrace, ktera byla pouZita
V ramci experimentl této diplomové prace, nebyla detekovana Zadna aktivita enzymu
z octomilky. Methylviologen, znamy také pod komer¢nim nazvem parakvat, je herbicid,
u kterého byl potvrzen inhibi¢ni u¢inek na lidskou GR (Krauth-Siegel et al., 1996).
U organické slouceniny zlata auranofinu, kterd je znamym inhibitorem lidské TrxR, byly
pozorovany pouze slabé inhibi¢ni u¢inky na DmTrxR (Gromer et al., 1998; Kanzok et
al., 2001).

V této praci byla métena nejvyssi specificka aktivita TrxR v hlavové ¢asti veely.
Jelikoz bylo méfeni provedeno u kazdého vzorku v technickem triplikatu pouze jednou,
jedna se pouze o orienta¢ni vysledky. Po piidavku inhibitoru methylviologenu aktivita
enzymu poklesla o 10-25 %. Lze tedy konstatovat, Ze methylviologen nefunguje jako
inhibitor u vcely medonosné, jak bylo pfedpokladdno na zaklad¢ vysledkt ziskanych
u D. melanogaster ve studii podle Kanzok et al., 2001. Z tohoto diivodu by bylo potieba

otestovat stanoveni TrxR jinymi metodami a ovéfit specifitu zndmych inhibitort.

5.2 Testovani krali¢i polyklonalni anti-GSNOR protilatky

V ramci diplomové prace byla testovana kralic¢i polyklonalni anti-GSNOR protilatka
ptipravena na zakazku firmou Moravian Biotechnology. Testovani této protilatky
probihalo nékolik mésict a bylo provedeno velké mnozstvi riznych experimentti, v rdmci
vysledkové casti této prace je uvedena pouze Cast experimentd, které mély zasadni
vyznam V procesu optimalizace pouziti této protilatky. Jelikoz tato protilatka nebyla
u hmyzu prozatim testovana, neni mozné porovnat ziskané vysledky s literaturou, proto

byly pro diskuzi pouzity studie provadéné u rostlin.
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Nejprve byl optimalizovan pienos proteinti na membranu metodou semi-dry Western
blotting. Byl optimalizovan Cas potiebny k pteblotovani proteinii na membranu, tak aby
byl co nejkrat$i a dale bylo optimalizovano fedéni extraktd, kdy jako nejvhodngjsi
koncentrace proteinii ve vzorku bylo zvoleno rozmezi 500-1000 pg.ml?. V rdmci
optimalizace metody byly také testovany dva blokacni roztoky (1% a 5% roztok mléka
v TBS pufru), kdy jako vhodn&jsi byl zvolen roztok 5%. Stejny blokovaci roztok byl
pouzit pro imunodetekci GSNOR v rostlinnych vzorcich v postupu podle Ticha et al.,
2018. Tento blokovaci roztok byl dale pouzivan u vSech experimentu.

V ramci testovani protilatky anti-GSNOR byly testovany protilatky pFipravené
imunizaci dvou kralika (kralik ¢. 45 a ¢. 46) v jejich purifikované i nepurifikované
podobé. Nejdiive bylo testovano nepurifikované sérum z obou kralikt (fedéni 1:1000)
v kombinaci s pouzitim sekundarni anti-krali¢i protilatky zna¢ené AP (1:1500). Na NC
membrang (Obr. 12) po barveni roztokem NBT-BCIP muzeme v ptipadé extraktti hlavy
pozorovat pét vyrazné zbarvenych bandu, v pfipad¢ hrudi jeden vyrazné zbarveny band
a u extraktii zadecku nebyly detekovany Zadné bandy. GSNOR je dimerni protein, ktery
se sklada ze dvou podjednotek o velikosti piiblizné 40 kDa (Kubienova et al., 2013b).
Této velikosti by mohl odpovidat u extrakti z hlavy band s nejmensi molekulovou
hmotnosti, odpovidajici o¢ekavané hodnoté pro AmGSNOR, avSak na membrané byly
detekovany dalsi nespecifické bandy, které byly zbarveny s podobnou intenzitou.
Pravdépodobné tedy dosSlo k nespecifickym vazbam, které mohly byt zplsobeny
napiiklad nedostatecnym zablokovanim membrany nebo tim, Ze pouzita protilaitka ma
nizkou specifitu k cilovemu proteinu. Také doslo k pfilisnému zabarveni pozadi
membrany, coz mize byt zpiisobeno tim, Ze membréana byla ptili§ dlouho inkubovana
S barvicim roztokem nebo byly protilatky pouzity v pfili§ vysoké koncentraci. V dalSich
experimentech s purifikovanou protilatkou byly membrany barveny kratsi dobu a bylo
postupné vyzkouseno vétsi fedéni pouzitych protilatek.

Pfi prvnim testovani purifikované protilatky z kralika ¢. 46 byla testovana detekce
GSNOR v extraktech z télnich ¢asti véely na NC membrané. U primarni protilatky bylo
zvoleno pocatecni fedéni 1:1000 v kombinaci se sekundarni anti-krali¢i protilatkou fedéni
1:2500 (Obr. 14). U extraktt z hlav a hrudnikd miZeme pozorovat velky pocet slabé
zbarvenych bandil, u extraktii ze zadeckl opét nebyly viditelné zadné bandy. Pozadi
membrany bylo v porovnani s pouzitim nepurifikované protilatky (Obr. 12) slabsi, ale

stale velmi vyrazné. Problémem mohla byt vysok4 koncentrace antigenu ¢i pouzitych
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protilatek. Redéni extraktd a primarni i sekundarni protilatky bylo proto dal
optimalizovano.

I ptesto, ze bylo metodou Bradfordové stanoveno mnozstvi celkovych proteinti ve
vsech extraktech a fedéni bylo upraveno tak, aby byl obsah proteini ve vSech vzorcich
nanaSenych na gely stejny, tak u extrakti zadeckid byl u vSech provedenych experimentti
problém, kdy po imunodetekci nebyly detekovany zadné bandy (Obr. 12 a 14) a proteiny
nebyly na blotovaci membrané detekovany barvenim v Ponceau S (Obr. 11 a 13).
Problém s extrakty ze zadeCk byl pravdépodobné zplsoben tim, Ze mohlo dojit
K nepfesnému méteni koncentrace proteini metodou Bradfordové, skuteéna koncentrace
proteint ve vzorku tedy mohla mit mnohem niz$i. Zaroven také mohou byt hladiny tohoto
enzymu v zadeckové ¢asti nizké.

V dal§im experimentu bylo optimalizovano fedéni extraktii hlav a hrudnikd, bylo
vyzkouSeno vyssi fedéni pouzitych protilatek: primarni purifikované protilatky 1:5000
a sekundarni anti-krali¢i protilatky 1:10 000 a také bylo testovano blotovani proteind na
PVDF membranu (Obr. 15). V tomto piipad¢ jiz neni na membrané viditelné tak rusivé
pozadi, coz by mohlo souviset s pouzitim PVDF membréany ¢i niz$i koncentraci
(odpovida koncentraci proteinti ~700 pg.ml?).

V ramci jednoho experimentu bylo testovano fedéni purifikované primarni (1:1000,
1:2500 a 1:5000) a sekundarni (1:2500, 1:10 000) protilatky u obou typti membran — NC
i PVDF (Obr. 16-19). Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s fedénim primarni protilatky
1:5000, kdy je vidét, ze ma protilatka dobrou afinitu k cilovému proteinu. Co se tyce
fedéni sekundarni protilatky, tak byly bandy vice viditelné pii fedéni 1:2500 u obou typt
membran. Pfi pouziti PVDF membrany v porovnani s NC membranou byly bandy ostiejsi
a vyraznéji zbarvené. Divodem mize byt rozdil v hydrofobicité povrchu membrany vici
cilovému proteinu. Uvadi se, ze u PVDF membran je vyhodou vysoka vazebna kapacita
proteinti a chemicka stabilita (Kurien a Scofield, 2006).

Podle provedenych experimentl bylo tedy jako nejvhodnégjsi zvoleno fedéni primarni
purifikované anti-GSNOR protilatky 1:5000, sekundarni anti-krali¢i protilatky zna¢ené
AP 1:2500 v kombinaci s pouzitim PVDF membrany a koncentraci proteini ve vzorku
~700 pg.mlt. Podle studie Ticha et al., 2018, ve které byla testovana protilatka
anti-GSNOR u rajcete (Solanum lycopersicum) byla pouzita primarni krali¢i polyklonalni
anti-GSNOR protilatka v fedéni 1:1000 a sekundarni anti-krali¢i protilatka znacena AP
Vv fedéni 1:5000.
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Jako dalsi byl proveden experiment, kdy bylo sledovano, jestli nedochazi po redukci
K zpétnému spojovani proteinit v dimery ¢i vys$$i oligomery. Pro tento pokus byly
pfipraveny tii ruzné varianty vzorku: vzorek redukovany vzorkovacim pufrem s
B-merkaptoethanolem, vzorek redukovany vzorkovacim pufrem a dodate¢né redukovany
DTT a vzorek redukovany vzorkovacim pufrem, DTT a nasledné¢ alkylovany
jodoacetamidem. Po barveni gelu (Obr. 20) i po barveni membrany po imunodetekci
(Obr. 21) je patrné, ze separace proteinii na gelu prob¢hla u vSech tii typi zplsobu
pripravy vzorku, coz potvrdilo, Ze proteiny netvoii oligomery ¢i vyssi adukty proteind.

Z toho divodu lze konstatovat, ze anti-GSNOR protilatka neni Gplné specifickd.

5.3 Testovani univerzalni anti-NOS protilatky

Druhou testovanou protilatkou byla komeréni univerzalni protilatka anti-NOS od firmy
Thermo-Fisher. Rozsah provedenych experimenti byl omezen mnozstvim dostupné
protilatky

V genomu v&ely medonosné byl identifikovan jediny gen NOS, ktery byl
charakterizovan jako AMNOS. Zaroven byla u v¢el identifikovana pouze jedina isoforma
tohoto enzymu, ktera zastava indukovatelnou (toxickou), nebo konstitutivni (signalni)
funkci. Enzym je homodimerni a obsahuje ¢tyfi vazebna mista pro kofaktory NADPH,
FAD, FMN a BH4. NOS je u véel lokalizovany v imunitnim a nervovém systému (Negri
etal., 2013). V ramci nervového systému je az 90 % veskeré aktivity NOS lokalizovano
v mozku, pfedevS§im v neuronech, neurofilech a gliovych bunkach (Bicker a Hahnlein,
1995).

V ramci testovani protilatky bylo nejprve vyzkouSeno, jak bude dana protilatka
reagovat s extrakty z hlavicek a hrudniki v¢el na NC membrané. Tyto extrakty byly
fedény stejnym zpisobem, jako extrakty u testovani protilatky anti-GSNOR. V ramci
jednoho experimentu bylo testovano fedéni primarni anti-NOS (1:1000, 1:2500 a 1:5000)
a sekundarni (1:2500, 1:10 000) protilatky znacené AP. Po barveni membrany byly
viditelné slabé zbarvené bandy odpovidajici velikosti pfiblizné 150 kDa (Obr. 22). Stern
etal., 2010 ve své studii provadéné na embryich kobylek pouzili danou protilatku v fedéni
1:1000. Nasledné byly detekovany bandy, které odpovidaly velikosti 132 kDa. Tato
velikost odpovidala vysledkim ziskanym v pfede§lém experimentu provadéném na
kobylkéach (Knipp a Bicker, 2009). Podobnych vysledkt bylo dosazeno také u sarance
pustinné (S. gregaria; 135 kDa; Elphick et al., 1995) a lisaje tabakového
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(M. sexta; 138 kDa; Nighorn et al., 1998). U v¢el nebyla tato protilatka zatim testovana,
diplomova prace tedy poskytuje prvni informace o pouziti této protilatky proti NOS u
véely medonosné.

Jako dalsi byla testovana metoda imunodetekce s vyuzitim parafilmu, u které je
vyhodou mensi spotieba protilatky, mohlo byt tedy testovano i mensi fedéni protilatky.
V tomto experimentu bylo testovano fedéni primarni anti-NOS (1:500 a 1:1000)
a sekundarni (1:2500) protilatky znacené AP i HRP. Pro sekundarni protilatku zna¢enou
HRP byly vyzkouSeny dva zpusoby detekce — barveni roztokem s 4-Cl-1-naftolem
(Obr. 24) a chemiluminiscenéni detekce (Obr. 25). Po barveni membrany roztokem
NBT-BCIP (Obr. 23) bylo mozné vidét pouze jeden slabé zbarveny band u fedéni
primarni protilatky 1:500, odpovidajici velikosti pfiblizné 150 kDa.

V piipadé sekundarni protilatky znaéené HRP (Obr. 24 a 25) nebyly detekovany zadné
bandy ani jednim ze dvou testovanych zpisobu detekce. Podle Ni et al., 2017 inhibuje
Tween-20 reakci pfi pouziti barviciho roztoku s 4-Cl-1-naftolem. Zptsob detekce pomoci
detekci s vyuzitim luminolu a H.O2 (Ni et al., 2017). Dtvodda, proc tyto zptsoby detekce
nefungovaly, muze byt né€kolik. Problém mohl byt napiiklad v nevhodném ftedéni
sekundarni protilatky znacené¢ HRP. Pti provedeni chemiluminiscen¢ni detekce mohlo
take dojit k pouziti substratu s nespravnou urovni citlivosti.

Dalsim problémem mohl byt samotny pienos proteinii na membranu. Ni et al., 2017
u metody semi-dry Western blotting uvadéji, ze pii pouziti 8-10% koncentrace déliciho
gelu dochazi k ~100% ucinnosti pienosu proteini o velikosti 14-66 kDa. Pro efektivni
pienos proteinit o vyssi molekulové hmotnosti (az 150 kDa) je doporucovana 5-7%
koncentrace déliciho gelu. Z tohoto diitvod mohl byt pienos netiplny, coz by vysvétlovalo
slabé zbarveni daného bandu.

Vyrobce Thermo-Fisher udava, ze pro Western blotting je vhodné pouzit tuto
protilatku v fedéni 1:500. Z vysledki dosazenych v ptedchozich studiich (Calegari-Silva
et al., 2009; Stern et al., 2010) i v této praci vsak vyplyva, ze tato protilatka mize byt
pouzita i vniz8i koncentraci —fedéni 1:1000, pfipadné i 1:2500 v kombinaci se

sekundarni protilatkou zna¢enou AP — fedéni 1:2500.
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5.4 Stanoveni aktivity NOS a testovani inhibitora

V télnich castech v€ely medonosné byla metodou s DAN stanovena specificka aktivita
NOS, méfeni bylo provedeno u kazdého vzorku v technickém triplikatu pouze jednou.
Jedna se tedy pouze o orientacni méteni, kdy byla na vzorcich klinicky zdravych vcel
testovana dana metoda. Podle ziskanych vysledkt byla nejvyssi specificka aktivita NOS
naméiena v zadeCku. Tyto vysledky koreluji s daty ziskanymi v praci Kubny (2019), kdy
byla v zadeckové ¢asti naméfena asi 10x vyssi aktivita NOS nez v hlavové a hrudni ¢asti.
JelikoZ jsou stieva v neustalém kontaktu s nejriznéj$imi mikroby z prostiedi, tak by tato
zvySena aktivita NOS v zadeckové ¢asti mohla souviset s produkci NO pii imunitni
odpovédi ve sttevnim epitelu (Imamura et al., 2002).

Kubny ve své praci namétil aktivitu NOS v zadecku véel ~ 58 pkat.mg™. Zde je vidét
velky rozdil s vysledky ziskanymi v této diplomové praci, kdy byla namétena specificka
aktivita pouze 0,29 pkat.mg™. Specificka aktivita NOS byla obecn& ve vsech télnich
¢astech vcely velmi nizka, coz mize byt zpusobeno piitomnosti DTT nebo jinych
interferentt. Podle Cook et al. (1996) zpusobuji u fluorimetrické metody interferenci
kromé DTT také kyselina askorbova a GSH, kdy pfitomnost téchto latek v koncentracich
vyssich nez 100 umol.1* vedla aZ k 50% poklesu fluorescence. Méfeni by bylo vhodné
zopakovat s vyuzitim jiné metody.

Dale byly na vzorcich véelich hlav testovany inhibitory NOS — aminoguanidin,
7-nitroindazol, S-ethylisothiomoc¢ovina, N®-nitro-L-arginin a L-NAME o celkové
koncentraci v reakci 1 a 2 mmol.I"t. Aktivita inhibované reakce NOS byla méfena dvéma
metodami — fluorimetrickou metodou s DAN a chemiluminiscen¢ni metodou s vyuzitim
NO analyzatoru. M¢feni bylo provedeno u kazdé metody pro kazdou
koncentraci inhibitoru pouze jednou, jedna se tedy pouze o orienta¢ni vysledky. Pro
fluorimetrickou metodu s DAN je zapotiebi pomérné velky objem vzorku (pro kazdy
vzorek v triplikatu 300 ul), coz je v ptipadé vzorki hmyzu — predevsim veelich hlavicek
problém. U chemiluminiscen¢ni metody je vyhodou mensi spotieba vzorku (30 pl pro
triplikat), avsak hladiny dusitanti se pii méfeni bliZily limitu detekce 0,06 umol.1*%, ktery
uvadéji ve své praci Mioto et al., 2017. U chemiluminiscen¢ni metody je také nevyhodou
Casova narocnost a pracnost. Ve vysledkové €asti jsou z tohoto diivodu uvedeny pouze
vysledky z méfeni fluorimetrickou metodou. U této metody je uvadén detekéni limit
0,14 pmol.I"*. Pro exaktni porovndni inhibi¢nich u&ink@ by bylo potieba zmékit hodnoty

inhibi¢ni konstanty (1Cso) pro dané inhibitory s purifikovanym enzymem.

77



L-NAME byl jiz dfive popsan jako u€inny inhibitor véeli NOS ve véelim mozku, kde
byla stanovena 30-50% inhibice NOS pii pouziti tohoto inhibitoru o koncentraci
0,05 mmol.I"* (Miller, 1996). Jedna se o kompetitivni inhibitor, ktery soutézi o vazbu do
aktivniho mista s ptirozenym substratem L-argininem (Pokk a Vali, 2002). V rdmci této
prace byla aktivita NOS pfi pouziti obou koncentraci tohoto inhibitoru vyssi nez aktivita
kontrolni reakce. Pro vysvétleni tohoto pozorovani by bylo potfeba provést dalsi
experimenty, nejlépe s purifikovanym enzymem.

U ctyt dalSich inhibitorti testovanych v této praci byla pozorovana inhibice véeli NOS.
Miuller (1996) popsal ve své studii 80-90% inhibici NOS ve véelim mozku pii pouziti
kompetitivniho inhibitoru N®-nitro-L-argininu. S-ethylisothiomo¢ovina byla potvrzena
jako kompetitivni inhibitor lidské NOS, ktery se vaze na hemovou doménu enzymu
(Raman et al., 2001). Aminoguanidin jako nespecificky inhibitor flavoproteini byl
popsan jako nekompetitivni inhibitor savéi iNOS, kde se vaze na FAD skupinu enzymu
(Farhad et al.,, 2011). Také byla potvrzena inhibice savéi nNOS inhibitorem
7-nitroindazolem, ktery interaguje s vazebnym mistem pro L-arginin a BHs (Schulz et al.,
1995; Wegener a Volke, 2010).

Je znamo, ze isoformy NOS u obratlovct vykazuji substratovou stereospecifitu vici
isomeru L-argininu (Xu et al., 1996; Xia et al., 1998). Ptredpoklada se, ze NOS
bezobratlych ma stejné vlastnosti (Bredt a Snyder, 1990). V ramci méfeni této diplomové
prace doslo pii nahrazeni substratu L-argininu jeho isomerem D-argininem k poklesu
aktivity véeli NOS na 22 % v porovnani s reakci s L-argininem. Podle piedpokladu by
aktivita méla byt nulova, to v§ak pozorovano nebylo. Téchto 22 % vSak nemusi odpovidat
aktivit¢ enzymu NOS. Mize se jednat o nespecificky signdl nebo NO muze naptiklad
vznikat neenzymovou reakci D-argininu s ROS, jako je H20O2 (Chambers a Ayres, 2001).
K dal$imu testovani by naptiklad bylo vhodné otestovat méteni aktivity NOS stanovenim

vznikajiciho L-citrulinu metodou LC-MS.

5.5 Detekce GSNOR u octomilky a v¢el infikovanych viry

Purifikovana protilatka anti-GSNOR byla vyuzita pro detekci GSNOR ve vzorcich
véelich hlav infikovanych viry z USA — kontrola bez vpichu, v¢ely infikované DWV
a CBPV a vcely injektované PBS a také pro detekci GSNOR u vzorkl celych tél

dospélct octomilky.
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U vzorkl vcelich hlavicek doslo opét ke zbarveni tii bandi o podobné intenzité
zbarveni, stejné jako u predchozich experimentii provedenych na extraktech z hlav
u klinicky zdravych véel. Tyto vysledky nejsou v souladu s vysledky ziskanymi métenim
aktivity GSNOR, kdy byla pozorovana zvySena specifickd aktivita GSNOR
u infikovanych v¢elstev. Na zaklade toho by mél byt band odpovidajici GSNOR vyraznéji
zbarveny u vzorkl infikovanych viry, tedy H4-H9, coz zde pozorovano neni (obsah
proteind byl u vSech vzorkl stejny). Mezi jednotlivymi skupinami podle typu osetieni
vzorki jsou uréité rozdily, ale tyto rozdily jsou také u jednotlivych véelstev v ramci jedné
skupiny.

Pii testovani protilatky na extraktech z octomilek doSlo ke zbarveni 4 bandd,
odpovidajicim molekulovym hmotnostem ~40-55 kDa. Tyto vysledky tedy opét potvrzuji
znacnou nespecifitu dané protilatky, ktera neni takovym problémem u metody Western
blotting v rozsahu experimenti pro diplomovou praci, ale napiiklad pro kvantifikaci
metodou ELISA nebo imunohistochemickou detekci proteinti tato protilatka nebude

vhodna bez dalsi purifikace.

5.6 Stanoveni aktivity GSNOR

Byla stanovena specifickd aktivita GSNOR u octomilek, v télnich ¢astech klinicky
zdravych véel a ve vzorcich véelich hlaviéek z USA (kontrola, véely infikované DWV,
véely infikované CBPV a vcely injektované PBS). Nejvyssi specificka aktivita byla
nameétena ve vzorcich vcel infikovanych viry. Na zéklad¢ téchto orientacnich vysledkt
lze konstatovat, ze aktivita GSNOR se zvySuje v odpoveédi na ptitomnost patogent.
V literatufe bylo prozatim popsano zapojeni tohoto enzymu v odpovédi na piitomnost
patogentl pouze u savcu, ¢loveéka nebo rostlin (Salgado et al., 2013). Podle této dostupné
literatury by se exprese i aktivita GSNOR méla v odpovédi na pfitomnost patogenil
zvySovat, coz by z diivodu zachovani vysoké konzervace enzymu od bakterii az po
¢loveka mélo platit také u hmyzu (Liu et al., 2001). Homem (2015) ve své disertacni praci
popsal tlohu GSNOR v imunitni odpovédi octomilky obecné a uvadi, ze v odpovédi na
pfitomnost patogen dochazi ke zvyseni aktivity GSNOR. Aktivita byla v této préci
méfena u kmene Drosophil divokého typu Oregon a pak u jedinct, u kterych byl gen
GSNOR vyfazen metodou CRISPR (gsnor™).

U jedincti bez GSNOR pak byly pozorovany vyssi hladiny RSNO nez u divokého

typu. Po infekci vyvolané bakterialnim patogenem doslo ke zvySeni S-nitrosylace
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proteinii pouze u jedinci divokého typu, coz naznacuje souvislost tohoto procesu
v imunitni odpovédi na infekci. To by mohlo souviset s regulaci aktivity dNOS.
V dostupné literatuie se uvadi, ze S-nitrosylace mize vyvolavat monomerizaci lidské
hladiny RSNO u gsnor” octomilek inhibuji dalsi tvorbu NO pomoci dNOS v odpovédi
na infekci a zabranuji tak dal$i S-nitrosylaci proteini. U téchto jedinci pak byla
pozorovana zvySena nachylnost k infekci a také mensi odolnost k nitrosacnimu stresu
vyvolanému donorem NO — nitroprusidem sodnym. NO uvolnény z tohoto donoru je
zachycen GSH za vzniku GSNO. Vzhledem k nedostatku GSNOR aktivity pak dochazi
k akumulaci GSNO a zvySeni hladiny celkovych RSNO, coz zvySuje Skodlivé Géinky
nitroprusidu sodného u gsnor” jedincti (Homem, 2015).

Kubny (2019) ve své praciuvadi vysledky, kdy pti injekci PBS doslo k nartistu aktivity
NOS a GSNOR 0 30-40 % oproti kontrole a u véel vystavenych bakteriim byl pozorovan
60-70% narust specifické aktivity.
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6 Zavér

Byla zpracovéna diplomova prace na téma funkce oxidu dusnatého v signalnich drahach

vrozené imunity hmyzu. V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reSerSe

znalosti o funkci NO v imunité hmyzu se zaméfenim na tlohu NO v interakcich hmyzu s

patogeny. V experimentalni ¢asti byly na vzorcich véely medonosné a octomilky obecné

testovany metody stanoveni aktivity enzymu, byly studovany zmény metabolismu NO pii

vystaveni véel modelovym patogeniim. Hlavni metodou experimentalni ¢asti této prace

byla metoda Western blotting s naslednou imunochemickou detekci proteintd, kdy byly

testovany dvé protilatky — krali¢i polyklonalni anti-GSNOR protilatka pfipravena na

zakazku a komeréni univerzalni anti-NOS protilatka.

Z dosazenych vysledkt 1ze vyvodit nasledujici zavery:

Byly optimalizovany podminky pro imunochemickou detekci proteind s vyuzitim
purifikované anti-GSNOR protilatky, kdy nejlepsi vysledky byly dosazeny pii
fedéni této protilatky 1:5000, sekundarni anti-krali¢i protilatky znacené AP
1:2500 v kombinaci s pouzitim PVDF membrany a koncentraci proteinii ve
vzorku ~ 700 pg.ml?.

Pfi testovani této protilatky na vzorcich hmyzu bylo zjisténo, ze protilatka neni
uplné specificka — mize byt pouzita pro metodu Western blotting, ale nebude
vhodnd pro kvantitativni stanoveni proteini metodou ELISA nebo
imunohistochemickou detekci proteini.

Dale byla testovana komer¢ni univerzalni anti-NOS protilatka na vzorcich hmyzu.
Na zaklad¢ vysledk tohoto testovani lze konstatovat, ze dana protilatka mize byt
pouzita v fedéni 1:1000, piipadné i 1:2500 v kombinaci se sekundarni protilatkou
znacenou AP fedénou 1:2500.

Bylo provedeno vychozi orienta¢ni testovani metody stanoveni aktivity TrxR
Vv extraktech t¢l vcel

Byl potvrzen inhibi¢ni uéinek inhibitord Zzivo¢isnych NOS aminoguanidinu,
7-nitroindazolu, S-ethylisothiomoc¢oviny a N®-nitro-L-argininu pravdépodobné
na aktivitu vceli NOS.
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e Pri nahrazeni substratu L-argininu jeho isomerem D-argininem doslo k poklesu
aktivity v€eli NOS na 22 % v porovnani s reakci s L-argininem, tento naméfeny
signal nemusi odpovidat aktivit¢ enzymu NOS, NO mize napiiklad vznikat
neenzymovou reakci D-argininu s ROS.

e Specifickd aktivita GSNOR v extraktech hlav v¢el se zvySuje v odpovédi na
infekci virovymi patogeny, zmény na trovni aktivity enzymu vSak nebyly
potvrzeny imuochemickou detekci na Grovni proteinu GSNOR.

Tyto ziskané vysledky mohou byt dale vyuzity k dal§imu zkoumani zapojeni NO v

imunitnim systému hmyzu.
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Seznam pouzitych zkratek
AA/BIS
ADH
AEBSF
AgTrx
AMP
AP

APS
BH4
BmNOS
BSA
CBB
CBPV
cGMP
cNOS
DAN
DMF
DMSO
DmTrxP
DmTrxR
dNOS
dTAK1
DTNB
DTT
DWV
EDTA
eNOS
FAD
FMN
G'r

GR
GSH
GSONH:

Akrylamid/bisakrylamid
Alkoholdehydrogenasa
4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluorid
Thioredoxin z Anopheles gambia
Antimikrobialni peptidy

Alkalické fosfatasa

Persiran amonny
Tetrahydrobiopterin

NO synthasa Bombyx mori

Hovézi sérovy albumin

Coomassie Brilliant Blue

Virus chronické paralyzy véel
Cyklicky guanosinmonofosfat
Konstitutivni NO synthasa
2,3-diaminonaftalen
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Thioredoxinperoxidasa Drosophily
Thioredoxinreduktasa Drosophily
NO synthasa Drosophily

Kinasa TAK 1 Drosophily

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
Dithiotreitol

Virus deformovanych kiidel
Ethylendiaminotetraoctova kyselina
Endotelialni NO synthasa
Flavinadenindinukleotid
Flavinmononukleotid
Grampozitivni/gramnegativni
Glutathionreduktasa

Glutathion

Glutathionsulfinamid
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GSOOH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSSG
HEPES

HMGSH
HRP
1Cso

INOS
JAK
JNK
L-NAME
MAPK
NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NADPHd
NF-xB
NK
nNOS
NOS
PAMPs
PBS
PDE
PGRP
PKG
PVDF
PVPP
RNS

Glutathionsulfinova kyselina

N-hydroxysulfinamid

S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathionreduktasa

Glutathiondisulfid

Kyselina [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]
ethansulfonova

S-hydroxymethylglutathion

Kienova peroxidasa

Inhibi¢ni konstanta 50 (koncentrace inhibitoru, pii
niz enzym dosahuje 50% aktivity viaci reakci
neinhibovane)

Indukovatelna NO synthasa

Janusova kinasa

Jun N-terminalni kinasa

N®-nitro-L-arginin methylester

Mitogenem aktivovana proteinkinasa
Nikotinamidadenindinukleotid oxidovany
Nikotinamidadenindinukleotid redukovany
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat oxidovany
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat redukovany
NADPH diaforasa

Jaderny faktor kappa B

Negativni kontrola

Neuronalni NO synthasa

NO synthasa

Molekularni struktury typické pro povrch patogenii
Fyziologicky roztok pufrovany fosfatem
Fosfodiesterasa

Peptidoglykan rozpoznavajici proteiny
cGMP-zavislé proteinkinasy
Polyvinylidendifluoridova membrana
Polyvinylpolypyrrolidon

Reaktivni formy dusiku
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RO-
ROONO
ROS

RSNO

SDS
SDS-PAGE

sGC
STAT

TBS
TBS-T
TEMED
TNB
Trx
TrxP
TrxR
YW

Peroxylovy radikal

Alkylperoxynitrit

Reaktivni formy kysliku

S-nitrosothiol

Dodecylsiran sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Vv ptitomnosti dodecylsiranu sodného

Rozpustna guanylatcyklasa

Ptevodniky signalu a aktivatory transkripénich
proteinti

Fyziologicky roztok pufrovany Tris

Roztok Tweenu v TBS

Tetramethylendiamin

5-thionitrobenzoova kyselina

Thioredoxin

Thioredoxinperoxidasa

Thioredoxinreduktasa

Yellow-White kmen bakterii
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