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I. TEORETICKA CAST

1 Obecne vlastnosti oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) je dvouatomova molekula s neparovym elektronem (radikal,
nékdy oznaCovany jako -NO). Jde o bezbarvy plyn. [1] Diky své hydrofobni povaze je
pomérné malo rozpustny ve vodnych roztocich [2].

NO muze podléhat jednoelektronové redukci nebo oxidaci za vzniku nitroxylového

(NO") a nitrosoniového (NO™) iontu [1] .

2 Biosyntéza oxidu dusnatého u eukaryot (savcii)

Na vzniku NO v organismu se podileji 3 isoenzymy — synthasy oxidu dusnatého
(NOS), které katalyzuji pfeménu L-argininu na L-citrulin a NO prostfednictvim dvou po
sob¢ nasledujicich monooxygenasovych reakci (obr. 1). Za nizkou hladinu NO jsou
odpovédné neuronalni (nNOS) a endotelialni (eNOS) synthasy, které pro svou aktivitu
vyzaduji Ca?'. Aktivaci indukovatelné NOS (iNOS) cytokiny a/nebo bakterialnimi
produkty se hladina NO vyrazné zvySuje. [2] VSechny isoenzymy NOS pro svou aktivitu
vyzaduji n¢kolik  kofaktori: nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH),
tetrahydrobiopterin, flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD) [4].

Q
HoN NH2 HoN N—OH o) NH»
H H H
1 NADPH 0.5 NADPH
02 HO O, H:0
(C) Q ®
HN  COO° HN  cod® HaN cod®
L-arginin N®-hydroxy-L-arginin L-citrullin oxid dusnaty

Obr. 1 Biosyntéza oxidu dusnatého z L-argininu [4].



3 Biosynteza oxidu dusnatého u prokaryot (bakterii)

3.1  NO jako meziprodukt denitrifikace

U denitrifikacnich bakterii je NO jednim z meziproduktli denitrifikace, jenz je
soucasti cyklu dusiku (obr. 2). Jde o biogeochemicky cyklus [6], skladajici se z n€kolika
vzajemné spojenych procesi. Podstatou denitrifikace je anaerobni respirace s postupnou
redukci dusitanu (NO2") pies oxid dusnaty (NO) a dusny (N20) az na molekularni dusik
(N2).

respirace, disimilace, asimilace nitrifikace
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Obr. 2 Bakterialni cyklus dusiku. Oxida¢ni stavy dusiku jsou uvedeny v zavorkach. NO je
v procesu denitrifikace tvofeny aktivitou NO2™ reduktasy. ANAMOX (z angl. anaerobic
ammonia oxidation) je proces, ve kterém reaguje dusitan a amoniak za vzniku N2 a vody.
Oxidace amoniaku na dusitan (pfes hydroxylamin) a oxidace dusitanu na dusi¢nan jsou
povazovany za reakce procesu nitrifikace, soucasné ale u jednoho bakterialniho druhu

nebyly nalezeny. [6]

Jednoelektronovou redukci dusitanu na NO Kkatalyzuji enzymy zvané nitrit-

reduktasy (NIR). Podle kofaktoru, ktery je jejich soucasti, se rozdéluji do 2 tfid: CuNIR



obsahujici méd’ a cdiNIR obsahujici hem [6, 7]. cd:iNIR se vyskytuje Castji, ale nikdy
nenajdeme oba typy NIR soucasné€ uvniti jednoho bakteridlniho druhu [7].

cdiNIR je homodimer, ktery byl izolovan u fady bakterii (napf. Pseudomonas
aeruginosa, Paracoccus denitrificans, Roseobacter denitrificans). Kazdy monomer je
organizovan do dvou strukturné odliSnych domén (hem ¢ a hem di). Jako akceptor
elektront nezbytnych pro katalytickou redukci vystupuje hem ¢, zatimco hem di je mistem
vazby substratu (NO) [6, 7].

Druhy typ reduktasy CuNIR byl popsan naptf. u Achromobacter cycloclastes,
Rhodobacter sphaeroides. Kazda podjednotka tohoto trimerniho enzymu obsahuje 2 typy

Cu-center. Cu(I) je zapojené do ptenosu elektronti a Cu(Il) tvoii aktivni misto enzymu [6].

3.2 Bakterialni synthasy oxidu dusnatého

U mnoha bakterii byla zaznamenana aktivita NOS, ale jen nékolik jich bylo
charakterizovano. Na rozdil sNOS, které maji katalytickou (oxidasovou) a reduktasovou
doménu, bakterialni NOS tuto reduktasovou doménu postradaji (krom¢ bakterie Sorangium
cellulosum), a tudiz pro tvorbu NO vyZzaduji vhodné redukéni ¢inidlo [8]. Bakteridlni NOS
maji odlisné funkce nez sNOS. Uplatnuji se napt. pfi nitraci rdznych metabolitii (napf.
nitrace fytotoxinu u Streptomyces turgidiscabies) [8] nebo pii ochrané proti oxidativnimu
stresu (napf. u Bacillus subtilis aktivace katalasy prostiednictvim NO, ktera $tépi peroxid
vodiku) [8].

Prvni identifikovana bakteridlni NOS pochézi z druhu Nocardia (oznatovana
NOSnoc), ale jeji vyznam neni zatim zcela objasnén. Nicméné, stejné jako savéi NOS

katalyzuje pfeménu L-argininu na L-citrullin a NO [9].

4 Donory oxidu dusnatého

Donory oxidu dusnatého jsou Siroce pouZivané ke studiu biologickych vlivli NO.
Tyto latky se pii fyziologickém pH rozkladaji, coz vede k uvolnéni NO. Na rozdil od
pouziti plynného NO nebo roztokii nasycenych NO, donory NO maji dobfe definovanou
koncentraci NO stalou po delsi dobu. Nicmén¢ v aerobnim roztoku dochazi k autooxidaci,
tudiz stanoveni koncentrace NO neni tak jednoduché.

Mezi tyto slouceniny patii napt. diazeniumdiolaty nebo S-nitrosothioly [10].



4.1  Diazeniumdiolaty

Diazeniumdiolaty, nazyvané také jako NONOaty, patii mezi slouc¢eniny schopné
Vv roztoku uvolnovat NO. Prvni syntetizovanou latkou této skupiny byl adukt diethylaminu
a NO ((Z2)-1-(N,N-diethylamino)-diazen-1-ium-1,2-diolat = DEA-NONO) [10] (obr. 3).
NONOaty jsou latky stabilni v bazickém roztoku. V neutralnim a kyselém prostiedi
dochazi k jejich spontdnnimu rozkladu [10] za uvolnéni 2 molekul NO [11]. Poloc¢as
rozpadu jednotlivych slou¢enin se miize zna¢né lisit (sekundy az hodiny) [10]. Je ovlivnén
1 riznymi faktory, mezi néz patii koncentrace NONOatu, teplota a druh aminu tvofici

NONOAt. [11].

O N
™~ N+’:’

H3C_ CH.,
~N T

Obr. 3 Diolatova skupina DEA-NONO uvoliujici NO [10].
5 Nékteré biologicky vyznamné reakce oxidu dusnatého

5.1  Autooxidace NO — reakce NO s kyslikem

NO je v ptitomnosti molekularniho kysliku pomérné nestaly a velmi rychle podléha
autooxidaci. V plynné fazi, stejné jako v neprotogennich rozpoustédlech, je produktem
reakce oxid dusicity (NOz), pfipadné oxid dusity (N203):

2NO +02 — 2NO2
NO2 + NO — N20O3

Rychlost reakce roste s druhou mocninou NO. [1, 3]

V piipadé, ze autooxidace NO probiha ve vodném prostiedi, N2Oz podléha
hydrolyze a hlavnim produktem reakce NO s Oz je dusitan (NO2") [3]:

N203 + Ho O — 2 NO2" + 2 H*
4NO+02+2H0 >4NOy +4H"
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Rychlost autooxidace zavisi nejen na koncentraci NO, ale také O., protoze za
anaerobnich podminek neprobihd. V biologickych systémech je primarnim mistem

autooxidace hydrofobni prostfedi (bunécné membrany).

5.2  Reakce NO se superoxidem
NO také muze reagovat se superoxidem (O2). Pii reakci vznika toxicky
peroxodusitan (OONO):
NO + O2” — OONO
Ackoliv je pomérné staly, za fyziologického pH piechdzi na kyselinu peroxodusitou
(HOONO), které je nestéala a rozklada se na hydroxylovy radikéal (HO-) a NO2[4]:
OONO" + H* - HOONO — HO- + NO2

5.3  Reakce NO s metaloproteiny
Biologicky vyznamné jsou i interakce NO s metaloproteiny [3]. Dochazi k nim
prostfednictvim 3 hlavnich typl reakci: redukci a oxidaci kovu a pfimou reakci NO

s kovovym centrem metaloproteinu (za vzniku nitrosylového komplexu) (obr. 4).

Vznik vazbyv Fe-NO

Oxidace kovu

Aktivace guanylat-

Spotieba NO MetHb cyklasy
Reverzibilni inhibice
cytochromu P450
Redukce kovu Aktivace
/ hemoxygenasy
Fe=0 NO

Reverzibilni inhibice
Fe([[) c_vtochrom ¢ oxidasy

Inhibice katalasy

SniZeni tvorby oxidantd a
bunééného oxidativniho
stresu

Ovlivnéni tvorby feritinu a
receptoru pro transferin

Obr. 4 Priklady interakci NO s metaloproteiny [3].



Dtlezitou reakci, kterd predstavuje primarni mechanismus detoxifikace NO
v organismu, je reakce NO s oxyhemoglobinem za vzniku methemoglobinu a dusi¢nanu
[3]:
Hb(Fe-O2) + NO — metHb(Fe(I1l)) + NOs’

6 Biologické ucinky oxidu dusnatého u eukaryot
Oxid dusnaty je regulacni a cytotoxickd molekula. Diky svému lipofilnimu
charakteru muaze snadno a rychle difundovat pfes bunécné membrany a podilet se tak na

fad€ biochemickych pochodi.

6.1  Nékteré fyziologické funkce NO

NO stimuluje aktivitu solubilni guanylat-cyklasy (sGC) vazbou na hemové Zelezo
v aktivnim misté enzymu. Aktivace sGC vede ksyntéze cyklického 37, 5'-
guanosinmonofosfatu, ktery reguluje napf. vazodilataci a neurotransmisi [12].

V centralnim nervovém systému vystupuje jako bunéény posel. NO hraje také
dilezitou roli v normalnich funkcich mozku zahrnujicich uceni a pamét,, stres, bolest, a pfi
regulaci uvolilovani a absorpce neurotransmiterti (nap¥. dopaminu) [13].

V obéhovém systému se podili na modulaci cévniho tonu, sniZuje adhezi a agregaci
krevnich desticek [3].

Jako antibakterialni a protinadorové agens se také podili na nespecifické imunitni
odpovédi [4].

6.2  Nékteré patofyziologické funkce NO

NO je volny radikal a jeho vysoka reaktivita s Oz s naslednou tvorbou ONOO" ¢ini
z NO molekulu schopnou vyvolavat oxidacni stres potencidlné¢ Skodlivy vSem typlim
bunék. NO a reaktivni formy dusiku modifikuji proteiny, inhibuji funkci enzymd, indukuji
peroxidaci a poSkozeni DNA a snizuji hladinu bunéénych antioxidanti [3], coZ je spojeno
s rozvojem ruznych patologickych stavii, mezi né€z patii neurodegenerativni onemocnéni
mozku (Alzheimerova choroba, mozkova ischemie) [13] a n¢ktera zanétliva onemocnéni

(artritida, nefritida, kolitida) [12].
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7 Redukce — detoxifikace oxidu dusnatého u bakterii

NO je cytotoxicky pro bakterie 1 eukaryotické bunky. Tvorba vyssiho mnozstvi NO
je toxickd i pro samotné denitrifika¢ni bakterie. Diky dobrym regula¢nim mechanismim
mohou udrzovat mnozstvi volného NO v nizkych koncentracich, které pro né Skodlivé
nejsou. Kromé respira¢nich reduktas oxidu dusnatého mohou NO redukovat i dalsi
metaloproteiny. Tyto proteiny se tak mohou vyznamné uplatnovat pfi rezistenci bakterii na
obranné mechanismy imunitniho systému hostitele [14] diky schopnosti redukovat NO,

ktery je vytvaren iNOS makrofagi.

7.1  Reduktasy oxidu dusnatého — NOR

NOR jsou membranové vazané proteiny, které katalyzuji redukci NO na N20 [14,
15] podle rovnice:

2NO + 2H" + 2e” - N20 + H20

Jsou exprimovany jen za anaerobnich, pfipadn€¢ mikroaerobnich podminek. Katalyticka
podjednotka NOR muize byt rozdélena do 2 podtiid: NorB a NorZ. Ob¢ jsou si velmi
podobné, ale NorZ ma prodlouzeny N-konec ptiblizné o 300 aminokyselin. Aktivni misto
enzymu, kde dochazi k redukci NO, tvofi hem a3z a nehemové Zelezo [15]. NorB obvykle
tvoii heterodimer s dal§im proteinem — NorC, obsahujicim hem c, ktery slouzi jako
primarni akceptor elektrond z donoru jako je cytochrom ¢ [14]. NorZ byla purifikovana
jako samostatna jednotka, ktera ptijima elektrony z chinolu [16].

Komplex NorBC muzeme najit napf. u Paracoccus denitrificans [16], NorZ u

Ralstonia eutropha [6, 14].

7.2  Flavohemoglobin

Vyznamnou roli v metabolismu a detoxifikace NO méa flavohemoglobin bakterii a
kvasinek [17]. Nejlépe charakterizovanym je flavohemoglobin Hmp z E. coli. Tento
protein o molekulové hmotnosti 44 kDa obsahuje hem b vazany na N-terminalni doménu,
ktera je strukturné podobna Zivoc¢isnym a rostlinnym globinim. C-terminalni domeéna se
podoba ferredoxin-NADP* reduktasovym doméndm a pienasi elektrony z NAD(P)H pres
FAD na hem [14, 17, 18]. Za aerobnich podminek funguje Hmp jako NO oxygenasa, za
anaerobnich podminek dochazi k redukci NO na N2O (obr. 5).
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ANAEROBNE AEROBNE

O2-
Fe(ll)CO /‘
hv Hco ‘
2

Fe(l) 2225 Fe(l) —f5> Fe(il)(O27)
TTI‘ s E « REAKCE S 0,. CO
T i - lNO < REAKCE S NO

Fe(ll)NO Fe(ll)(NO) [Fe(ll)(ONOO")]
V7

Fe(lll)(NO")
J \_, )
NO3
NO- </

2NO" + 2H+ —» N20 + H20

Obr. 5 Reakce Hmp s NO a dalsimi ligandy (O2, CO) za aerobnich a anaerobnich
podminek. 1: Hmp ve stavu s Fe(lll) je redukovan NAD(P)H. 2: Fe(Il) Hmp reaguje s CO
za vzniku Fe-CO aduktu (reverzibilni reakce indukovana svétlem). 3: Fe(II) Hmp reaguje s
Oz za vzniku oxygenovanych adukti. 4: Superoxidovy anion je z téchto aduktl uvoliovan.
5: O2 reaguje sNO, vznika dusi¢nan a obnovuje se stav Fe(Ill) Hmp. 6: Fe(Il) Hmp
reaguje s NO za vzniku Fe-NO aduktd. 7: Elektrony pfenesené na hem redukuji NO na
NO", NO" je uvoliovan a dochazi k obnoveni Fe(l1l) Hmp. 8: Fe(l1l) Hmp reaguje s NO za

vzniku nitrosylovanych aduktt, které se na vzduchu rozkladaji. [17]

7.3 Cytochrom c nitritreduktasa
Cytochrom c nitrit reduktasy je enzym, ktery katalyzuje 6-elektronovou redukci
dusitanu na amoniak [19] podle rovnice:
NO; + 8H" + 66" — NH4" + 2H,0
Tato reduktasa z E. coli, Wolinella succinogenes a Desulfovibrio desulfuricans mize také

redukovat NO na N2O nebo amoniak [14, 19].
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7.4  Hem-Cu oxidoreduktasy

Termofilni gramnegativni bakterie Thermus thermophilus exprimuje cytochromy
caasz a bas, které slouzi jako terminalni oxidasy pro redukci kysliku na vodu [15]. Oba
enzymy za anaerobnich podminek redukuji NO na N20O [15]. Podobné je tomu u cbbs
oxidoreduktasy z Pseudomonas stutzeri [14, 15] a chinolové cboz oxidasy z E. coli [14].

Pii interakci s oxidoreduktasou typu aas dochazi k inhibici tohoto enzymu [14].

7.5  Ostatni proteiny

Za anaerobnich podminek mohou NO redukovat i flavorubredoxiny.
Flavorubredoxiny nélezi do rodiny flavoproteind, které jsou rozsifené u anaerobnich nebo
fakultativné anaerobnich bakterii [ 14].

Redukce NO jsou schopné i dalsi metalloproteiny, napft. ribonukleotidreduktasa a
bakterioferritin. Nicméné¢ tato jejich druhotnd vlastnost nemé pravdépodobné fyziologicky

vyznam [14].

8 Regula¢ni proteiny a senzory pro oxid dusnaty u bakterii

8.1  SoxRS

Prvnim popsanym bakteridlnim transkripénim regulatorem, ktery muze byt
aktivovany NO, byl protein SoxR z E. coli [20]. Spolu s dal$im regula¢nim proteinem tvoii
soxRS regulon [22, 24]. SoxR 0 molekulové hmotnosti 17 kDa nalezi do rodiny MerR
rodiny transkripénich aktivatorti [23]. Primarné zprostiedkovavd odpovéd’ na superoxid
[22]. Obsahuje [2Fe-2S] klastry, jejichz oxidaci superoxidem na [2Fe-2S]?* dochazi
k aktivaci SoxR. S redukovanym [2Fe-2S]** klastrem je protein transkripéné neaktivni
[24]. Oxidovand forma SoxR aktivuje transkripci genu soxS [22, 24] - dalsiho
transkripéniho aktivatoru. Produkty transkripce SOXRS regulonu se podili na ochrané proti
oxidativnimu poSkozeni, ptipadné se uc€astni opravnych mechanismi [23] (obr.6).

Kromé superoxidu mtize SoxR aktivovat i NO, a to tvorbou dinitrosyl-Fe-dithiol
aduktti [22] (obr. 7). Tento typ modifikace je typicky pro inaktivaci enzymu [24], nicméné

V tomto piipadé je tomu naopak.
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> SoxR
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neakoni =TSR | D sas e
= “superoxid
Boxid dusnaty

SoxR

akeivni .

Y
SoxS
Superoxid- Exkrece toxickych micF 1
dismutasa latek
Glukosa-6-P- Zvysena rezistence vuci
Endonukleasa IV dehydrogenasa oxidantum, antibiotikim a NO

produkovanym makrofagy

Obr. 6 soxRS regulon. Protein SoxR je produkovan konstitutivné a je aktivovan
superoxidem nebo NO. Oxidovand forma SoxR zvySuje transkripci genu S0xS, jehoz

produktem je dalsi transkripéni aktivator SoxS. [23]

A. Oxidace
Fe?/Fe* Fe*/Fe*
(redukovany)

(oxidovany)

Obr. 7 Dva typy aktivace proteinu SoxR [24].

Pfima oxidace [2Fe-2S] klastri oxidem dusnatym se zda byt nepravdépodobna

[24]. Aktivace SoxR NO je nezavisla na pritomnosti kysliku. Ve skute¢nosti je ale NO
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ucinngjsim aktivatorem SoxR za anaerobnich podminek [23]. Nitrosylovany SoxR ma in

vivo srovnatelnou aktivitu s oxidovanou formou SoxR [23].

8.2 FNR/CRP rodina

Clenové FNR/CRP rodiny transkripénich faktorii reguluji expresi genii zapojenych
do anaerobni respirace a metabolismu CO [22]. Reaguji s plynnymi ligandy, napi. s O
(FNR) nebo s CO (CooA) [20].

Ptikladem NO-dependentniho transkripcniho aktivatoru této rodiny je protein
z denitrifikacni bakterie Paracoccus denitrificans oznaCovany jako Nnr. Nnr aktivuje
transkripci gentt pro NO reduktasu (nor) a nitrit reduktasu (nir) [21]. Podobny regulaéni
protein byl objeven i u Rhodobacter sphaeroides (NnrR), kde je také vyzadovan pro
maximalni expresi NO a nitritreduktasy [20]. U Pseudomonas aeruginosa se pii expresi
denitrifikacnich enzymi uplatituje DNR transkripéni faktor, jehoz aktivita zavisi na
koncentraci NO. Expresi samotného DNR indukuje ANR (O2-dependentni regulator
obsahujici [4Fe-4S]?" klastry, podobny FNR) [25]. Regula¢ni role NnrR a DNR je

znazornéna na obr. 8.

‘NO { Nor | N,0

==

[FNR] NorR
NO; T T

0y NO NO MO

Obr. 8 Regulace syntézy a odstranovani NO u vybranych denitrifika¢nich
mikroorganismd. Za anaerobnich podminek je NO2 redukovan nitritreduktasou (cd:NIR a
CuNIR). NO je nasledné redukovan cytochrom ¢ nebo chinol-dependentni reduktasou.
Regulatory jsou oznacené modie, pozitivni regulace Sipkou, negativni regulace kolmou
¢arou. Regulace u jednotlivych druhii jsou odliSeny barevné: Neisseria gonorrhoeae
(modfe), Ralstonia eutropha (oranzov¢), Pseudomonas aeruginosa (hnéd¢), Rhodobacter

sphaeroides (zelen¢). [20]
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8.3 NorR

Exprese NO reduktas neni vzdy regulovana proteiny typu NnrR/DNR. U Ralstonia
eutropha byl objeven protein NorR, ktery v odpovédi na NO aktivuje transkripci gent
norA a norB koédujicich respiracni NO reduktasu NorB a protein NorA neznamé funkce
[20]. NorR je c>*-dependentni regulator, ktery obsahuje 3 domény: C-terminalni DNA-
vazebnou doménu, centrdlni ATPasovou doménu a N-terminalni doménu GAF (z angl.
cGMP-fosfodiesterasa, adenylatcyklasa, FhlA). Vazba NO na Fe?* v GAF doméng
stimuluje ATPasovou aktivitu NorR, umoziujici aktivovat 6°*-RNA polymerasu, a tudiz
iniciovat transkripci pfisluSnych gent [20, 26, 27].

U E. coli aktivuje NorR (v odpovédi na NO) transkripci gent norV a norW.
Flavorubredoxin NorV a jeho pfidruzeny flavoprotein NorW redukuji NO na N20O za
anaerobnich a mikroaerobnich podminek [26, 27], a podili se tak na ochrané pied

cytotoxickém ptisobeni NO.

8.4  NsrR

NsrR byl poprvé identifikovan u Nitrosomonas europaea [28]. Nalezi do rodiny
Rrf2 transkripénich represord [20]. NsrR je povazovany za globalni regulator bakterialni
odpovédi na stres vyvolany NO [28]. Mezi cilové geny jeho regulaniho plisobeni patii

napt. hmp [20] (obr. 9), nrfA (gen pro periplasmatickou nitritreduktasu) [28] a fada dal$ich.

s detoxifikace
L‘n’ o NO

nitrosylév'an§ NsrR
NO HmpA NOg
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Obr. 9 NsrR-dependentni genova regulace. Model NsrR regulaéniho mechanismu na hmp
promotor. NsrR obsahujici Fe-S klastry se vaze na promotorovou oblast svého cilového
genu a chrani ji pfed navazanim RNA polymerasy, ¢imz inhibuje transkripci.
V piitomnosti NO dochazi k nitrosylaci Fe-S klastru NsrR, coz vede ke ztraté jeho DNA-
vazebné aktivity a nakonec k derepresi genu. [28]

85 Fur

Fur je transkripcni regulator rozsifeny u mnoha bakterii, ktery funguje jako Fe-
dependentni represor. Je to kliovy protein pro kontrolu intraceluldrni koncentrace Fe.
Mimo to Fur reguluje i nékteré geny zapojené do zcela jinych mechanismu jako je napft.
oxidativni stres [20, 29]. Fur miize s NO reagovat prostiednictvim svého kofaktoru (Fe'")
za vzniku inaktivniho a stabilniho Fe-NO aduktu. Donory NO zptsobuji in vivo derepresi

alespoii jednoho z promotorii regulovanych Fur [18, 29].

9 Terminalni oxidasy

U bakterii nalezneme 2 typy terminalnich oxidas — cytochrom c oxidasy a
chinolové oxidasy. Oba typy nalezi do rodiny hem-Cu oxidoreduktas [20, 30]. Katalyzuji
¢tytelektronovou redukcei kysliku na vodu podle rovnice:

Oz + 4H" + 4¢" — 2H,0
Volnou energii pochazejici z této reakce vyuzivaji k transportu protonti pfes membranu
[20, 30].

Pro c¢leny této rodiny oxidas je -charakteristickda katalytickd podjednotka
(podjednotka 1), kterd obsahuje binuklearni centrum skladajici se z vysokospinového hemu
a iontu mé&di (Cus), kde dochazi k redukci O [30, 31, 32]. Soucasti této podjednotky je
jesté jeden (nizkospinovy) hem, ktery zajistuje transport elektronii [31]. Strukturné se tyto
oxidasy li§i svymi podjednotkami, které budou popsany v nasledujici kapitole u

modelového organismu Paracoccus denitrificans.

9.1  Termindlni oxidasy P. denitrificans
P. denitrificans je gramnegativni pudni bakterie schopna rist za riznych podminek

[21]. Za aerobnich podminek vyuziva jako terminalni akceptor elektronti kyslik, za

anaerobnich pak NO2", NO a N20.
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U této bakterie byly popsany 3 typy terminalnich oxidas [31] — cytochrom c
oxidasy (CcO) typu aaz a cbbs a chinolova oxidasa typu bas. CcO aaz se blizce podoba
eukaryotické CcO z mitochondrialniho dychaciho fetézce [21]. Je exprimovana za
aerobnich podminek, narozdil od cbbs CcO, ktera se stava dominantni za mikroaerobnich
podminek [30].

Strukturni odlisnost téchto oxidas je dana piitomnosti dalsi podjednotky. aas CcO
mé podjednotku II tvofenou binuklearnim centrem Cua [31] (2 ionty médi — Cu*/Cu?
[30]). Typ cbbs obsahuje dalsi 2 podjednotky nesouci hem [31]. U obou CcO slouZi tyto
podjednotky jako primarni akceptory elektroni z cytochromu c. Chinolova oxidasa bas

dalsi podjednotku postrada [31, 32] a elektrony ptijima piimo z chinolu [32].

9.2 Inhibice oxidasoveé aktivity oxidem dusnatym

Za aerobnich podminek je u P. denitrificans dominantni aaz CcO, proto bude
inhibice oxidasové aktivity oxidem dusnatym popsana na tomto typu.

NO reaguje s ionty kovt piitomnych v binuklearnim aktivnim misté enzymu (hem
as/Cug). Redukovany hem (asFe?") vaze NO velmi rychle a s extrémné vysokou afinitou za
vzniku Fe?*-NO aduktu. Odli§né reakce nastidva mezi NO a oxidovanym Cug (Cu?"), jehoz
prostiednictvim dochazi k oxidaci NO na dusitan [33] (obr. 10). Ob& reakce vedou

k reverzibilni inhibici enzymu.
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Nizky elektronovy tok

[a:**NO, Cug®]

Hem a; - Cug o
Cu-~

Fe 2+

Hem a \

- ] [a:**-NO Cug']
Podjednotka | Podjednotka Il

Vysoky elektronovy tok

Obr. 10 Mechanismus inhibice aaz cytochrom s oxidasy oxidem dusnatym. Pfi nizkém
elektronovém toku ptes respiracni fetézec je CcO inhibovana pies ,nitritovou” cestu,
vedouci k oxidativni degradaci NO a tvrob¢ aduktu NO; s oxidovanym hemem as. Pii

vys§im elektronovém toku pfevlada inhibice tvorbou nitrosylovanych adukt. [33].
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Il. CILE PRACE

Studium inhibi¢niho ptisobeni NO na celé bunky (ovlivnéni kinetiky rastu) i na klicové
enzymy energetického metabolismu bakterie Paracoccus denitrificans, zejmeéna jednotlive

terminalni oxidasy respiracniho fetézce.

Zakladni studie regulac¢niho ptisobeni NO na urovni proteomu, a to u divokého kmene P.

denitrificans a kmene bez transkrip¢niho faktoru NNR (receptor pro NO).
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I11. METODY

1 Kinetika rozkladu DEA-NONOatu

Pro stanoveni rychlostni konstanty rozkladu DEA-NONOatu byl ptipraven 0,01 M
zasobni roztok rozpusténim pfislusného mnozstvi NONOatu v 0,01 M NaOH. Takto
pfipraveny roztok byl udrzovan ve tmé pifi 0°C. Rozklad donoru byl sledovan
spektrofotometricky (spektrofotometr Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech) z poklesu
absorbance pii 250 nm.

0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,3) byl pied zacatkem kazdého méfeni vytemperovan na
26°C, 30°C, ptipadné 37°C. Alikvot alkalického roztoku NONO4atu byl pfidan do kyvety
S vytemperovanym pufrem a rychle zamichdn. Zmétenim pH bylo ovéteno,ze pouzité

ptidavky neovliviiuji pH reakéniho roztoku.

2 Kultivace bakterii a pFiprava membran

Bakterie P. denitrificans byly péstovany za aerobnich podminek pii 30°C ve 2 1
Erlenmeyerovych bankach s 0,5 1 kultury. Pouzité kultiva¢ni médium obsahovalo NH4CI
(50 mM), NazHPO4.12H20 (38 mM), KHzPO4 (28 mM), MgSO4.7H20 (1,14 mM),
sukcinat sodny (50 mM) a citronan Zelezity (0,04 mM).

Pti pfipravé membran bylo postupovano podle protokolu biochemické laboratoie
denitrifka¢nich bakterii P¥F MU. Bunky byly sklizeny centrifugaci (4620 g x 30 min, 4°C)
a 2x promyty 0,1 M Tris/HCI (pH 7,3). Poté byly ve stejném pufru zhomogenizovany tak,
aby vznikla husta suspenze bunék. K této suspenzi byl pfidan roztok (v poméru 1:6), ktery
obsahoval 0,5 M sacharosu, 20 mM Tris/HCI a 0,5 mM EDTA. pH roztoku bylo upraveno
na hodnotu 7,3. Dale bylo piidano cca 400 mg lysozymu a roztok s buitkami byl ponechan
stat 60 min pii 30°C. Pak byl pfidan stejny objem vychlazené destilované vody. Po dalSich
40 minutach stani pii 30°C nasledovala centrifugace (4620 g x 30 min, 4°C). Supernatant
byl odlit a ziskany pelet byl zhomogenizovan v 0,1 M Tris/HCI (pH 7,3) do objemu cca 40
ml. K této suspenzi bylo ptidano 300 ml vychlazené destilované vody a roztok byl umistén
na 30 min do lednice. Po ubéhnuti této doby byla pfiddna stopa DNAasy a 10 ml 1 M
MgSQO4.7H20. Roztok byl ponechan stat dalS§ich 60 min pfi laboratorni teploté. Po
centrifugaci (4620 g x 30 min, 4°C) byl ziskany supernatant zcentrifugovan na
ultracentrifuze (30 000 ot./min — typ rotoru Ti45, 40 min, 4°C). Vrchni ¢ervenohnéda
vrstva peletu se seskrabla a rozsuspendovala v 50 mM Tris/HCI (pH 7,3) a 1 mM MgSOsa.
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Opét nasledovala centrifugace (30 000 ot./min — typ rotoru Ti45, 40 min, 4°C), supernatant
byl odlit a ziskany pelet membran byl zhomogenizovan v 50 mM Tris/HCI (pH 7,3) a
zmrazen.

Pomoci Lowryho metody (s hovézim sérovym albuminem jako standardem) byl

stanoven obsah proteinu.

3 Vliv donoru NO a volného NO na NADH oxidasovou aktivitu

membran P. denitrificans

Pii méfeni byly pouzity membrany ¢tyi kment P. denitrificans (Pd): divokého
kmene Pd 1222 a tfech mutantnich kmend, které disponuji pouze jednou ze tii terminalnich
oxidas — Pd 9233 (cytochrom c oxidasa aas), Pd 9311 (cbbs) a Pd 9312 (bas). Oxidasova
aktivita, resp. velikost jeji inhibice byla stanovena spektrofotometricky (spektrofotometr
CARY 118) pii 340 nm z ubytku substratu NADH (340 = 6,22 mM*cm'L).

3.1  Inhibice NONOatem

Rozpusténim piislusného mnozstvi DEA-NONOAtu v 0,01 M NaOH byl pfipraven
0,01 M zésobni roztok, z néhoz byla dale ptipravena fada roztokl o riznych koncentracich.
0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,3) byl temperovan na teplotu 30°C. Do kyvety obsahujici 2,5
ml tohoto pufru byly pfidiny membrany (0,23-0,81 mg bilkoviny) a roztok NONO&tu (v
intervalu koncentraci 0,1-1 uM). Po zamichani byl NONOat spolu s membranami
ponechan v kyveté s pufrem inkubovat 5 minut. Reakce byla poté nastartovana piidavkem
0,15 mM NADH. Jako kontrolni vzorky slouzily NaOH a diethylamin. Misto roztoku
NONOatu byl pouzit 0,04 mM NaOH, piipadné roztok diethylaminu (o koncentracich v
intervalu koncentraci DEA-NONOAtu).

Pti studiu vlivu antimycinu byl inhibitor aplikovan ve formé ethanolového roztoku

o0 koncentraci 1 mg/ml.

3.2 Inhibice NO

Byl protokolu v biochemické laboratofi denitrifikacnich bakterii byl pfipraven
nasyceny roztok NO (2 mM). Do kyvety obsahujici 2,5 ml 0,1 M fosfatového pufru (pH
7,3) temperovaného na 30°C byly pfidany membrany (0,23-0,81 mg bilkoviny). Po pfidani
nasyceného vodného roztoku NO (v intervalu koncentraci 0,4-39 uM) byla reakce ihned
nastartovana piidavkem 0,15 mM NADH.
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4 VIiv NONOéatu na TMPD oxidasovou aktivitu membran P.

denitrificans

Pti stanoveni citlivosti TMPD oxidasové aktivity bylo postupovano obdobné jako
pii stanoveni citlivosti NADH oxidasové aktivity. Bylo pouzito men$i mnozstvi membran
(0,08-0,14 mg bilkoviny) a reakce byla startovana piidavkem 1 mM TMPD. Stanoveni
bylo provedeno pouze s DEA-NONOéatem. Oxidasova aktivita byla stanovena
spektrofotometricky pii 563 nm z pfiristku produktu - Wiirsterovy modfi (ese3 = 15 mM*

cm™).

5 Amperometrické stanoveni NO reduktasové aktivity membran P.

denitrificans

Pii méfeni byly pouzity membrany vSech 4 kment: Pd 1222, Pd 9233, Pd 9311, Pd
9312. NO reduktasova aktivita byla stanovena amperometricky s pomoci Clarkovy
elektrody. Zlata katoda byla polarizovana na napéti —0,8 V proti argentchloridové
elektrodé v nasyceném roztoku KCI. Cidlo bylo umisténo v elektromagneticky michané
nadobce temperované na 30°C. Méfeni probihalo za anaerobnich podminek. Byl piipraven
nasyceny vodny roztok NO (2 mM). Do temperovaci nadobky o objemu 3,3 ml byl pfidan
0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,3), membrany (bilkovina 1,25-2 mg) a 0,6 M NADH. Po
vycerpani kysliku byla reakce startovana ptidavkem NO. Data byla sbirdna a zpracovana

pomoci software PSLite 1.8.

6 Proteomicka analyza

6.1  Bakterie a kultiva¢ni podminky

Pro proteomickou analyzu byly pouzity dva kmeny P. denitrificans: Pd 1222
(divoky kmen) a Pd 7721 (NNR mutant). Oba kmeny byly kultivovany pii 30°C v 250 ml
Erlenmeyerovych bankach s 30 ml kultury. Poc¢ate¢ni opticka hustota pti 600 nm (ODeoo)
¢inila 0,2. VSechny kultury byly péstovany za stejnych semiaerobnich riistovych podminek
(cirkularni tfepani, 150 ot./min), a to ve tfech riznych variantach pro kazdy kmen. V prvni
varianté byly buiky sklizeny pti dosazeni ODeoo ~ 0,25, v druhé varianté byl pti této ODeoo
pfidan NONOat a tfeti varianta zlstala bez pfidavku donoru. Po 3 hodinach byla kultivace
u téchto poslednich dvou variant ukonc¢ena (ODsoo ~ 0,6). Pouzité kultivaéni médium

obsahovalo NH4Cl (0,05 M), NaHPO.12H.0 (0,038 M), KH.POs (0,028 M),
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MgS04.7H,0 (1,14-10° M), sukcinat sodny (50 mM) a citronan Zelezity (0,04 mM). DEA-
NONO (500 uM) byl pfidan v piipadé kultivaci s NONOatem. VSechny kultury rostly ve
dvou biologickych replikatech, ¢imz bylo ziskano 12 nezévisle rostoucich kultur P.
denitrificans. Bunky byly sklizeny centrifugaci (6000 g x 20 min, 4°C) a promyty 50 mM
Tris/HCI (pH 7,3).

6.2  Priprava vzorku

K ziskanému peletu bylo pfiddno 200 pl lyza¢niho pufru LBz obsahujiciho
7 M mocovinu, 2 M thiomocovinu, 1% C7BzO (3-((4-heptyl)fenyl-3-
hydroxypropyl)dimethylammoniopropansulfonat), 40 mM Tris, 70 mM dithiothreitol
(DTT), 5 mM NaF, 0,2 mM NaVOs, 2% Pharmalyte 3/10 a 1 tabletu koktejlu proteasovych
inhibitort Complete Mini (Roche) na 10 ml lyza¢niho pufru. Dale byly ptidany 2 ul 100
mM PMSF. Vzorek byl nasledné sonikovan (60 x 0,1 s; 25 W). Po 1 h solubilizovani bylo
K bunéénému extraktu pfidano 150 U benzonasy. Po 15 minutach stani pii laboratorni
teploté byly ptidany 4 ul Pharmalyte 3/10. VVzorek byl poté zcentrifugovan (16 000 g x 20
min; 15°C). Po skonceni centrifugace byl supernatant (Uplny bunécny lyzat) oddélen.
Obsah proteinu byl stanoven pomoci setu RC-DC Protein Assay (Bio-Rad) s hovézim
sérovym albuminem jako standardem. Supernatant byl zmrazen pii —80°C.

Alikvoty lyzatu obsahujici 150 ug proteinu pro analytické ucely, ptipadné 500 pg
proteinu pro mikropreparativni separaci, byly pfes noc precipitovany pii —20°C 7,5
nasobkem objemu acetonu (pfedem vychlazeného pii —20°C) s 0,2 % DTT. Po centrifugaci
(16 000 g x 20 min; 0°C) byl supernatant oddélen, ke kazdému peletu bylo pfidano 250 pl
stejného roztoku a vzorky byly ponechany stat 20 minut pii —20°C. Po uplynuti této doby
byly zcentrifugovany (16 000 g x 20 min; 0°C), supernatant odlit a zbytek acetonu odpaien
ve SpeedVacu (cca 7 minut pii laboratorni teploté). K peletu bylo pfidano 343 pl
rehydrata¢niho pufru, ktery obsahoval 7 M mocovinu, 2 M thiomocovinu, 1 % C7BzO, 40
mM Tris, 70 mM DTT, a 7 ul Pharmalyte 3/10. VVzorky byly ponechany resolubilizovat 1 h
15 min stanim pfi laboratorni teploté, poté byly opét zcentrifugovany (16 000 g x 20 min;
15°C).

6.3  Isoelektricka fokusace (IEF)

Supernatant byl nanesen na IPG stripy (18 cm, nelinearni gradient pH 3-10, Bio-

Rad). Stripy byly pfevrstveny mineralnim olejem a rehydratovany pfes noc.
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Rehydratované stripy byly pieneseny do fokusaéni vaniGky a pievrstveny
minerdlnim olejem. Fokusace probihala ve fokusatoru Protean IEF Cell (Bio-Rad) do
dosazeni 95000 Vh pii maximalnim napéti 8000 V . Béhem IEF byly kazdou hodinu
vyménovany elektrodové papirky (8x) ptiloZzené na konci elektrod. Anodicky papirek byl
zvlhéeny 8 pl dd H20 a katodicky 8 ul 50 mM DTT.

Zfokusované stripy byly zmrazeny pii —80°C.

6.4  Priprava gela
SDS-PAGE byly provadéna ve 12% polyakrylamidovém gelu. Pro pfipravu gelu

byly pouzit roztok, jehoz slozeni je uvedené v Tab.1:

Tab. 1 Slozeni roztoku pro pfipravu 12 geli.

Slozky roztoku Objem
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 170,8 ml
Akrylamidovy roztok (30%) | 273,3 ml
Deionizovana voda 235,8 ml
APS (10%) 3417 pl
TEMED 342 ul

Vsechny slozky byly diikladn¢é promichany a smés byla aplikovana mezi skla, zhruba 0,5
cm pod horni okraj. Pevrstvenim 750 ul vodou nasycenym isopropanolem se zabranilo
ptistupu vzduchu a gely byly ponechany tuhnout 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byly

oplachnuty dH20 a uchovény v lednicce.

6.5 SDS-PAGE

Rozmrazené¢ IPG stripy byly nejdiive ekvilibrovany po dobu 2 x 12 min
Vv ekvilibracnim roztoku obsahujicim 50 mM Tris/HCI pH 8,8, 6 M mocovinu, 2 % SDS,
30 % glycerol a bromfenolovou modi. V prvnim kroku ekvilibrace byl do ekvilibracniho
roztoku piidan 1% DTT, vdruhém kroku 2,5% jodacetamid. Na povrch gelu bylo
naneseno 750 ul 0,5% agarosy, pomoci niz byly stripy pfichyceny ke gelu. Elektroforéza
probihala na pfistroji PROTEAN PLUS DodecaCell (Bio-Rad) prvni 2 hodiny pii 50 V,
pak pii 100 V cca 22 hodin.
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6.6  Barveni gela
6.6.1 Barveni stfibrem

Gely byly nejdfive 1 h fixovany ve fixatnim roztoku 1. Nasledovala senzitizace ve
fixacnim roztoku II (1h). Po promyti gelii deionizovanou vodou (4 x 15 min kazdy gel),
byly gely 30 min impregnovany v roztoku AgNOs. Poté byly 2x promyty vodou (nejdiiv
20 s, potom 10 s, rucné ttepano). Gely byly nasledné ptfeneseny do vyvijeciho roztoku a
ponechany tam do doby, nez se objevily skvrny (cca 7 min). Nakonec byly gely umistény
na 10 min do stop roztoku. VSechny kroky (kromé jednoho) byly provadény na tiepacce.
Na kazdy gel bylo pouzito 250 ml daného roztoku. SloZeni jednotlivych roztoki je

uvedeno v Tab. 2.

Tab. 2 Slozeni roztokt pro barveni geld stfibrem.

Roztok Slozky roztoku Objem/hmotnost slozky na 1 | roztoku
Fixacni roztok | ethanol 400 ml
kys. octova 100 ml
H20 500 mi
Fixacni roztok 11| 50% glutaraldehyd 10 ml
ethanol 300 ml
potassium tetrathionate 2,50
octan sodny 68 g
H20 doplnénina 11
Roztok AgNOs AgNO3 29
formaldehyd 250 pl
H20 11
Vyvijeci roztok uhlicitan draselny 3049
formaldehyd 150 pl
thiosiran sodny 0,0075g
H20 11
Stop roztok kys. octova 20 ml
H20 11
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6.6.2 Barveni pomoci SYPRO Ruby

Fluorescenc¢ni barveni SYPRO Ruby probihalo podle protokolu vyrobce. Gely byly
fixovany ve fixaénim roztoku (50% ethanol, 7% kyselina octovd). Nasledovalo barveni
barvivem SYPRO Ruby pies noc. Druhy den byly gely vlozeny na 30 min do
odbarvovaciho roztoku (10% ethanol, 7% kyselina octova). Na kazdy gel bylo pouzito 200

ml daného roztoku. Pfed naskenovanim byly gely promyty deionizovanou vodou.

6.7  Vyhodnoceni 2-DE geli

Gely byly nasnimény skenerem GS-800 (Bio-Rad), v ptipadé gelt barvenym
SYPRO Ruby skenerem PharosFX (Bio-Rad). K vyhodnoceni byl pouzit software
PDQuest 8.0. Ziskané digitalni obrazy gelli musely byt nejdiiv upraveny — ofiznuty a
spravné zorientovany. Byly nastaveny parametry, podle kterych bylo softwarové odeceteno
pozadi na gelech a vzijemné byly pfifazeny identické spoty z jednotlivych geld
(matching). Nésledné jsme zkontrolovali a opravili automaticky matching. Gely jsme
rozdélili do replika¢nich skupin (pro kazdy kmen zvlast' — pocatecni ristova faze, pozdni
rustova faze a pozdni rustova faze s donorem NO), které byly mezi sebou srovnavany.
Byla provedena kvantitativni a statisticka analyza pomoci Studentova t-testu (p = 0,05).
Program identifikoval spoty, u kterych doslo ke statisticky vyznamnym kvalitativnim nebo
kvantitavnim zménam integralni absorbance mezi jednotlivymi skupinami. Kvantitavni
zména musela byt alespont dvojndsobnd pro zvySenou expresi nebo nizsi o polovinu pro

snizenou expresi.

6.8  Hmotnostni spektrometrie (MS)

Z gelu barveného SYPRO Ruby byly vytiznuty vybrané spoty uréené k identifikaci
pomoci LC-MS/MS. Analyza téchto spoti byla provedena laboratofi hmotnostni
spektrometrie PfF MU podle standardnich protokolti. Pro hmotnosti spektrometrii bylo
pouzito zafizeni HCT Ultra PTM Discovery System (Bruker Daltonik). Vyhledavani bylo

provedeno proti NCBI databazi a genomové databazi Paracoccus denitrificans.
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IV. VYSLEDKY

1 Kinetika rozkladu DEA-NONO
Spontanni rozklad DEA-NONO ve fosfatovém pufru (pH 7,3) byl méfen
spektrofotometricky. Rychlostni konstanta k pro rozklad byla stanovena pro 3 rtizné
teploty (26°C, 30°C a 37°C) z rovnice:
A= Ape™

Azso

100 200 300 400 500 600

o

¢as (s) €as (s)

Obr. 11 Rozklad DEA-NONOA4tu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,3) pii 30°C (== 20 pM,
= 40 pyM, = 80 uM DEA-NONO). Rovnice piimek pro semilogaritmicky graf (==y = -
0,0039x — 0,1346; ==y = -0,0038x — 0,717; ==y = -0,0035x — 1,1155)

Agso

InA
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100 200 300 400 500 600
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Obr. 12 Rozklad 50 uM DEA-NONOatu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,3) pii riznych
teplotach (== 26°C, == 30°C, == 37°C). Rovnice ptimek pro semilogaritmicky graf (== y =
-0,0028x — 0,456; ==y = -0,0037x — 0,527; ==y = -0,0065x — 0,594).
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Obr. 13 Arrhenitv graf (zavislost In k na 1/T).

Pti vyssich koncentracich NONOatu dochazi k rychlejsimu rozkladu donoru (obr.
11). Podobné je tomu i pfi pouziti vyssi teploty (obr. 12), kde je patrny rozdil mezi 37°C a
30°C (ptip. 26°C). S rostouci teplotou nartistd i hodnota rychlostni konstanty k. Pfi
riznych pocatenich koncentracich DEA-NONOA4tu, ale stejné teploté, byly ziskany
piimky se stejnou smérnici (a tedy i rychlostni konstantou) (obr. 11), z ¢ehoz vyplyva, Ze
rozklad NONOatu probiha kinetikou 1. fadu. Pii rGznych teplotich byly smérnice
(rychlostni konstanty rtizné) (obr. 12).

Z Arrheniovy rovnice k = Ae’®RT a zavislosti In k na 1/T (obr. 13) byla stanovena

aktivaéni energie Ea pro rozklad DEA-NONO4tu, jejiz hodnota ¢ini 62,83 kJ.mol ™,
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2 Stanoveni citlivosti oxidasove aktivity membran
S vyuzitim NO jako inhibitoru byla stanovena citlivost NADH a TMPD oxidasové

aktivity membran P. denitrificans.
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Obr. 13 Zavislost rychlosti oxidace NADH membranami na koncentraci DEA-NONOAtu.
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Obr. 14 Zavislost rychlosti oxidace NADH membranami na koncentraci NO.
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Obr. 15 Zavislost rychlosti oxidace TMPD membranami na koncentraci DEA-NONOAétu

Obr. 16 Ukazka dvoufazovitého prubéhu inhibice oxidasové aktivity membran Pd 9312
(0,23 mg bilkoviny) s vyuzitim DEA-NONOa&tu (A) a nasyceného roztoku NO (B) jako
inhibitoru. (A): (a) bez inhibitoru, (b) 0,32 uM DEA-NONO, (c) 0,49 uM DEA-NONO,
(d) 0,78 uM DEA-NONO, (e) 1,3 uM DEA-NONO. (B): (a) bez inhibitoru, (b) 0,78 uM
NO, (c) 5,8 uM NO, (d) 19 uM NO.
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Obr. 17 Vliv antimycinu na oxidasovou aktivitu membran Pd 9233 a Pd 9312. (a-c) — Pd
9233, 0,25 mg bilkoviny; (d-g) - Pd 9312, 0,23 mg bilkoviny. (a, d) bez DEA-NONO i
antimycinu, (b, e) 0,78 uM DEA-NONGO, (c, f) antimycin, (g) antimycin + 0,78 uM DEA-
NONO.

U dvou typi membran (kmen Pd 9233 a Pd 9312) dochazi k dvoufazovitému
pribéhu inhibice (obr. 15). Trvani pocatecni faze inhibice se prodluzuje se zvysujici se
koncentraci DEA-NONOAtu (piip. s vétsim piidavkem nasyceného roztoku NO), soucasné
se zvySuje 1 procento inhibice. Pro stanoveni inhibice oxidasové aktivity byla u téchto dvou
typli membran odeéitana pocateéni faze. U nizSich koncentracich DEA-NONOatu nebylo
mozné tuto pocatecni fazi odecist.

Dale byl zjistén vliv antimycinu na prabéh inhibice u chinolové oxidasy baz (Pd
9312) a cytochrom c oxidasy aaz (Pd 9233), u kterych dochazi k dvoufazovitému priabéhu
inhibice. U membran s aas pusobi samotny antimycin jako inhibitor jeji oxidasové aktivity.
U membréan s baz antimycin jako inhibitor jeji oxidasové aktivity neptsobi, nicméné

neovliviiuje ani dvoufazovity pribéh inhibice (obr. 16)

3 Stanoveni NO reduktasové aktivity membran
U vSech pouzitych membran byla amperometricky stanovena i jejich NO
reduktasova aktivita. Ziskané hodnoty aktivit jsou uvedené v Tab. 3. Nejvyssi NO

reduktasovou aktivitu vykazuji membrany kmene Pd 9311, nejniz§i pak membrany

divokého kmene Pd 1222.
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Tab. 3 Hodnoty NO reduktasové aktivity membréan P. denitrificans.

kmen | aktivita [nmol-s1-mg]
Pd 9311 4,03 £ 0,07
Pd 9312 3,37 £ 0,56
Pd 9233 2,65+0,48
Pd 1222 1,75+ 0,24

4 Proteomicka analyza

Proteomicka studie byla provedena se dvéma kmeny P. denitrificans: divoky kmen
(wild type, wt) a kmen mutantni v genu pro regulaéni protein NNR (NNR-, mt). Byly
zvoleny 3 varianty rstovych podminek (dale oznacovanych jako pocatecni rastova faze,
pozdni ristova faze a pozdni rlstova faze s donorem). Jako donor NO byl vyuzit DEA-
NONOat, ktery se v roztoku pii pH 7,3 samovolné rozklada a uvoliiuje NO. Kultivace byly
provadény v biologickych duplikétech. Z kazdého vzorku byl extrahovan proteinovy obsah
a analyzovan na velkém forméatu 2-DE gelt (obr. 18). Tzv. ,master gel (pocitacové
vytvoteny gel obsahujici vSechny proteinové skvrny (spoty) vyskytujici se napfi¢ celym
experimentem) obsahoval celkem 961 spoti. Kvantitativni a statistickd analyza integralni
optické denzity spotli mezi ristovymi podminkami byla postavena na srovnani pozdni
rastové faze bez donoru oproti pozdni ristové fazi s donorem NO u wt i mt. Kvantitativni
data z pocatecni ristové faze byla vynesena v grafech vybranych proteinovych spotii na
obr. 19 pro kontrolu.

Pozice spotl s kvantitativni (pfip. kvalitativni) a soucasné statisticky vyznamnou
zménou byly nejdiive srovnany s2-DE databazi P. denitrificans dostupnou na
http://www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE/. Tato databaze je zalozena na 2-D mapéach
vytvofenych v nasi laboratofi. Spoty, jejichZ identita nebyla zjisténa timto zplisobem, byly
analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Seznam proteinovych spotl vykazujici
vyznamné zmény V expresi je spolu s jejich identifikaci uveden v Tab. 5. Celkem 14, resp.
1 proteinovych spotil vykazovalo zvySenou resp. sniZenou hladinu v pozdni ristové fazi
s donorem oproti pozdni ristové fazi bez donoru. Pouze 4 spoty vSak neobsahovaly vice
nez 1 protein, a je proto mozné povazovat kvantifikaci v nich identifikovaného proteinu za
veérohodnou (nesmésné spoty). Jednalo se o TonB dependent receptory (SSP 0807, 0809),
AsnC family transcriptional regulator (SSP 8035) a phosphoadenosine phosphosulfate
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reductase (SSP 8213). Pii srovnani exprese téchto proteinit mezi divokym a mutantnim

kmenem rostoucich s donorem NO nebyl statisticky vyznamna kvantitativni zména.
V ramci experimentu byly sledovany také denitrifikacni enzymy: nitratreduktasa a

N20 reduktasa. NO reduktasa a nitrit reduktasa byly identifikovany ve smésnych spotech,

proto jeji kvantifikace nemlze byt povazovdna za verohodnou. Expresni profily

denitrifika¢nich enzymu jsou uvedeny v obr. 20.
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Obr. 18 Ukéazka 2-DE gelu Paracoccus denitrificans. Kultura divokého kmene Pd 1222

rostla s donorem NO s vyznacenymi spoty uréenymi k identifikaci pomoci MS.
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Tab. 4 Seznam proteinovych spott, u kterych doslo ke zmén¢ vyvolané donorem NO.

SSP | Cislo | Pristupové Néazev proteinu Zpisob Zména intenzity
genu tislo do identifikace spotu
PD/P PD/P
UniProt (wt) (mt)
2610 | A1B5A3 TonB-dependent Srovnano
0807 receptor s 2-DE T156x|T]3,9%
databazi
3527 | A1B7V3 TonB-dependent Srovnano
0809 receptor s 2-DE T193x | T|13x
databazi
2046 | A1B3P4 TonB-dependent
0812 receptor Srovnano [T -7 |1 ]-7
3007 | A1B6E6 TonB-dependent s 2-DE
siderophore receptor databazi
3527 | A1B7V3 TonB-dependent
receptor
0810 | 2046 | A1B3P4 TonB-dependent LC-MS/MS | T |-7 [1]-7
receptor
3007 | A1B6E6 TonB-dependent
siderophore receptor
4109 | A1B9Il Putative
sulfonate/nitrate
transport system
substrate-binding
protein
5006 | A1BC22 Aliphatic sulfonate
ABC transporter
periplasmic ligand-
1220 binding protein LC-MS/MS | T | 4,7x | T | 14,1x
2300 | A1B4E7 3'(2"), 5"-bisphosphate
nucleotidase
2753 | A1B3P5 5-carboxymethyl-2-
hydroxymuconate
delta-isomerase
5127 | A1BCE3 Fis family
transcriptional
regulator
0006 | AIAXX9 Cobyrinic acid a,c-
diamide synthase
5003 | A1BC19 Cupin 2 domain-
4209 containing protein LC-MS/MS | T | 4,6x | T |5,9x
1328 | A1B1IN9 Extracellular solute-
binding protein
5125 | A1BCE1 Putative
4524 monooxygenase
protein
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4322

A1BA4?2

Peptidase U62,
modulator of DNA
gyrase

2790

Al1B5TO

ATP-dependent
protease ATP-binding
subunit

1908

Al1B3A9

Fumarate hydratase

4109

Al1B9I1

Putative
sulfonate/nitrate
transport system
substrate-binding
protein

LC-MS/MS

6,7Xx

5,9x

5211

1920

A1B3CO

Fructose-bisphosphate
aldolase

0882

A1BOE9

Ribokinase-like
domain-containing
protein

2147

Al1B3Z5

Beta-lactamase
domain-containing
portein

0857

A1BO0C5

Enoyl-(acyl carrier
protein) reductase

0704

AlAZX2

Dihydrodipicolinate
synthase

LC-MS/MS

-9

-9

8010

5119

A1BCD5

NADPH-dependent
FMN reductase

2875

A1B615

OmpA/MotB domain-
containing protein

LC-MS/MS

6,3X

4,9x

8035

5122

A1BCDS8

AsnC family
transcriptional
regulator

LC-MS/MS

2,6X

47X

8213

0656

AlAZS4

Phosphoadenosine
phosphosulfate
reductase

LC-MS/MS

3,2X

2,0x

8404

4106

A1B9HS8

Nitrilotriacetate
monooxygenase

2338

A1B4l5

4-aminobutyrate
aminotransferase

3872

Al1B8U4

Glutamate
dehydrogenase

5035

Al1BC51

Cobyrinic acid a,c-
diamide synthase

LC-MS/MS

2,6X

2,9x

8406

5013

Al1BC29

Alkanesulfonate
monooxygenase

4332

Al1BAS52

Chorismate synthase

3558

AlAYG66

Polysaccharide
biosynthesis protein
CapD

LC-MS/MS

2,8X

3,5x
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8414

5013

A1BC29

Alkanesulfonate
monooxygenase

2538

A1B531

Precorrin-6y C5,C15-
methyltransferase
(decarboxylating),
CbiE subunit

LC-MS/MS

42x | T

4,5x

8417

1822

P43089

Sd-aminolevulinate
synthase

3872

Al1B8U4

Glutamate
dehydrogenase

LC-MS/MS

0,4x | {

0,6x

PD — pozdni ristova faze s donorem NO

P — pozdni rlstova faze bez donoru

") — proteiny exprimovany pouze v ristové fazi s donorem NO
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Obr. 19 Expresni profily pro TonB-dependent receptor, AsnC transcriptional regulator a
phosphoadenosine phosphosulfate reductase. o pocateéni rastova faze, m pozdni rustova

faze bez donoru NO m pozdni rustova faze s donorem NO

A1B9V5 Respiratore nitrate reductase beta A1B9T9 Nitrous oxide reductase (SSP 1715,
subunit (SSP 5724, gen 4235) gen 4219)
N \©
S 1000 S 400
= - 350 T
2 800 s o 0 = 5 +
® 2 0 T ‘T = 2501
c N 8 N 20w
> S s €
S % 400 1 1 g g 150 4
5 200 5 197
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c Pd 1222 Pd 7721 c Pd 1222 Pd 7721

Obr. 20 Expresni profily pro nitratreduktasu a N2O reduktasou. o pocate¢ni ristova faze,

= pozdni ristova faze bez donoru NO m pozdni ristova faze s donorem NO.
U gent pro identifikované TonB-dependentni receptory byla zjiStovana jejich

sekvenéni homologie. Z hodnot uvedenych v Tab. 5 je ziejmé, Ze tyto geny nemaji piilis

velkou sekvencéni homologii.

Tab. 5 Sekvenéni homologie genti pro TonB-dependentni receptory.

Gen 1| Gen 2 | Homologie (%)
3527 | 3007 48
3527 | 2046 21
3527 | 2610 24
2046 | 2610 20
2046 | 3007 22
3007 | 2610 23
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V. DISKUZE

1 Vliv NO na oxidasovou aktivitu membran P. denitrificans

Jako ptekvapivé se ukazalo, ze pti pouziti donoru NO byly pouzité koncentrace o
fad niz$i nez v ptipadé volného NO. Na 1 mol donoru mohou byt uvolnény maximalné 2
moly NO. Ve skutecnosti je ale mnozstvi uvolnéného NO mensi a bude zaviset také na
typu donoru a inkubaénich podminkach [39]. V nanomolarnich koncentracich je NO
pomé&rn¢ stabilni, ale pfi vyss$ich koncentracich (uM) podléha rychle autooxidaci. Z donort
je NO generovan postupné a autooxidace je v pocateéni fazi nepatrnda [39]. Tyto
skute¢nosti by vysvétlovaly potiebu vyssi koncentrace volného NO. Také neni vylouceno,
ze by DEA-NONO mohl ptedavat NO piimo na cilovou molekulu. Z divodu, Ze rozklad
NONOatu je ovlivnén riznymi faktory a v aerobnim roztoku podléhé autooxidaci, neni
jednoduché stanovit vyslednou koncentraci NO v roztoku.

U membran kmenti Pd 9233 a Pd 9312, kde dochazelo k dvoufazovitému prubéhu
inhibice oxidasové aktivity, se jako mozné vysvétleni nabizelo, Ze tyto membrany maji
vys$§i NO reduktasovou aktivitu, ktera by zpusobovala zalomeni kiivky. Predpokladalo se,
Ze pusobenim antimycinu, ktery inhibuje NO reduktasu, ale aktivitu chinolové oxidasy bas
neovliviiuje, dojde k prodlouZeni pocatecni faze, pfipadné odstranéni dvoufazovitého
prib&hu. Tento zpusob ovéreni nebylo moZzné provést u ostatnich typli membran, protoze
antimycin pusobi i jako inhibitor cytochrom c oxidas. ProtoZe ale ke zméné prib&hu
inhibice u Pd 9312 nedoslo, byl samotny vliv NO reduktasy vyloucen. Je znamo, ze
nékteré hem-Cu oxidasy maji schopnost redukovat NO. Jejich katalyticka podjednotka je
homologni s katalytickou podjednotkou NO reduktas [14]. cbbz oxidasy z Pseudomonas
stutzeri ma nejvyssi NO reduktasovou aktivitu ze vSech znamych Hem-Cu oxidas [30].
Tato aktivita byla zaznamenana i u oxidas caaz a basz z Thermus thermophilus [15] nebo
chinolové oxidasy bos z E. coli [40]. Oxidasy typu aas tuto schopnost nemaji (nebo jen
velice slabou) a NO jsou inaktivovany [14]. Nicméné binuklearni centra bas oxidasy z T.
thermophilus a aas z P. denitrificans jsou si strukturné¢ podobna [15], tudiz by k redukci
NO mohlo dochazet i u tohoto typu.

Po amperometrickém stanoveni byla NO reduktasova aktivita prokazana u vSech

pouzitych membran. Nejveétsi schopnost redukovat NO mély membrany kmene Pd 9311
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(cbbs). cbbs oxidasa P. denitrificans byla také nejméné citliva na zmény koncentrace DEA -
NONOatu (ptip. nasyceného roztoku NO) jak pii stanoveni NADH, tak pfi stanoveni
TMPD oxidasové aktivity. Je tedy pravdépodobné, ze jeji zvySena schopnost redukovat
NO miize mit pak za nasledek to, Ze se nestaci projevit pocatecni faze inhibice.

U membran divokého kmene Pd 1222 neni znamo, v jakém mnozstvi jsou
jednotlivé typy oxidas pfitomné. Z diivodu aerobnich ristovych podminek se predpoklada,
ze nejvice zastoupena bude oxidasa aas. Tomu by odpovidala i nejnizsi ziskana hodnota

pro NO reduktasovou aktivitu.

2 Proteomicka analyza

NO reduktasa a nitritreduktasa jsou enzymy, jejichZ expresi reguluje transkripéni
faktor NNR, ktery je sensitivni pro NO. K indukci téchto proteint dochazi za anaerobnich,
pfipadné semiaerobnich ristovych podminek [21]. Statisticky vyznamna a kvantitativni
zména exprese se v tomto experimentu neprokazala. Je mozné, ze za nami zvolenych
rustovych podminek k aktivaci NNR (u divokého kmene) prosttednictvim NO nedoslo, coz
muze byt dano vysokou citlivosti NNR ke kysliku [21]

Vyrazné zvySena exprese vSak nastala u nékolika odlisnych TonB-dependentnich
receptorl, a to u obou kment rostoucich s donorem NO oproti riistové fazi bez donoru.
TonB-dependentni receptory jsou soucasti TonB-dependentniho transportniho systému,
ktery zajistuje hlavné transport komplexi s Fe a dalSich latek pfes membranu
gramnegativnich bakterii [34]. Tento transportni systém je pod kontrolou Fur represoru
[35]. Jeho aktivni forma obsahuje ion Zeleza, se kterym NO miize reagovat za vzniku
inaktivni formy tohoto represoru [20]. Dosavadni prace diskutuji mozné souvislosti mezi
TonB-dependentnim transportnim systémem a denitrifika¢nimi enzymy. Lee a kol. zjistili,
ze protein NosA z Pseudomonas stutzeri vykazuje ¢aste¢nou sekvenéni homologii s TonB-
dependentnim receptorem, ktery slouzi jako pfenase¢ metabolické energie pro fadu
membranovych proteini. Diky tomu, Ze NosA je soucasti nos operonu, mohlo by jit o
souvislost s maturaci N2O reduktasy [36]. Studie Bouchala a kol. prokazala velmi vyrazné
korelace exprese TonB-dependentnich receptort s nitratreduktasou [37]. Jednalo se o
vyznamnou indukci n€kolika TonB dependentnich receptorti dusi¢nanem v semiaerobné
rostlé kultufe divokého kmene P. dentrificans, pii¢emz tato indukce nenastala u
mutantnich kment FnrP-, NNR- a NarR-. Déle byla zjisténa indukce TonB dependentnich

receptort azidem u aerobné rostlé kultury divokého kmene P. dentrificans [41], ktera
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rovnéz koreluje s indukei nitratreduktasy Na zékladé téchto vysledkli se ptredpoklada
funkéni kooperace mezi TonB dependentnimi receptory a nitratreduktasou, naptiklad
pfi transportu iontl zeleza nezbytnych pro jeji maturaci. Studie prezentovana v této
diplomové¢ praci ptinasi dalsi poznatky do mozaiky poznani regulace TonB dependentnich
receptorti: UGinkem donoru NO nedoilo ke zméné& exprese nitratreduktasy (coZ je
vsouladu spopsanymi mechanismy jeji regulace), doslo vSak kindukci vSech
identifikovanych TonB dependentnich receptorti, a to jak v divokem, tak i mutantnim
kmeni. V piipadé¢ A1B5A3 TonB-dependentniho receptoru (SSP 0807, gen 2610) je sice
prumérnd hodnota optické denzity u mt kmene oproti wt kmeni snizena, nicméné tato
zména neni hodnocena jako statisticky vyznamna. Jako mozné se jevi vysvétleni zvySené
exprese u obou kmenl po piidavku NO donoru diky regulaci TonB dependentnich
receptorii prostifednictvim Fur represoru [29], ktery mohl byt oxidem dusnatym
inaktivovan, a tudiz mohla byt umoznéna transkripce tonB. Fakt, ze podobny efekt nebyl
pozorovan u mutantnich kmena pfi r@stu na dusi¢nanu, jehoz redukci NO rovnéz vznika,
1ze vysvétlit vyssi celkovou hladinou NO vzniklou pouzitim NO donoru oproti hladiné NO
vzniklé redukci dusi¢nanu, kdy je vznikly NO plynule redukovan na N2O. Fyziologicky
vyznam této indukce TonB vSak zlstava nejasny.

Zvysend exprese vlivem NO byla zaznamenana 1 u transkrip¢niho faktoru rodiny
AsnC, ale pouze oproti pozdni ristové fazi bez donoru. U E. coli bylo zjisténo, ze protein
Nac (z angl. nitrogen assimilation control) ptisobi jako represor genu asnC a ze ptisobenim
S-nitrosoglutathionu dochazi ke snizeni indukce Nac [38]. Podobny vliv by tedy mohl mit
DEA-NONO.

Kvuli identifikaci vice nez jednoho proteinu v fadé spoti (smésné spoty) nelze
jednoznacéné urcit, u kterych dalSich proteint doslo vlivem NO ke zmén¢ exprese proteint.
Z casovych divodi jsem nestihla zopakovat experiment s menSi nanaskou proteinu na
mikropreparativni gely, ktery by pomohl tuto otazku vyjasnit. Rada proteinti mize byt
indukovana v disledku stresu vyvolaného toxicitou NO. NO je dale schopen interagovat
s neékterymi dal§imi transkripénimi faktory (SoxR [24], NorR [26] a NsrR [28]) a
ovlivilovat  tak jejich funkci. Vzhledem k minimdlni znalosti mechanismu
zprostiedkovanych témito regulatory u P. denitrificans by vsak jakékoliv interpretace timto

smérem byly Cisté spekulativni.
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VI. ZAVER

V teoretické Casti byly shrnuty poznatky o biosyntéze a funkci NO u bakterii a
eukaryot.

V experimentalni ¢asti byla vénovdna pozornost inhibicnimu plsobeni NO na
terminalni oxidasy respira¢niho fetézce Paracoccus denitrificans. Z vysledkt studie
vyplyvd, ze inhibice oxidem dusnatym se uplatiuje ze zacatku reakce. Diky NO
reduktasové aktivité membran (prostfednictvim NO reduktasy a hem-Cu oxidas) dochazi
k degradaci NO a zeslabeni inhibi¢niho ptisobeni NO na oxidasy.

U divokého a mutantniho (Nnr) kmene byla provedena studie regula¢niho ptsobeni
NO na urovni proteomu. Za rastovych podminek s donorem NO doslo u divokého i
mutantniho kmene ke zvySené expresi n¢kolika proteint (rizné typy TonB-dependentnich
receptort, transkripéni faktor rodiny AsnC a fosfoadenosin-fosfosulfatreduktasa). Exprese

denitrifika¢nich enzymu nebyla oxidem dusnatym ovlivnéna.
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VII. Summary

The theoretical part summarizes the knowledge about the biosynthesis and function
of nitric oxide in bacteria and eukaryotes.

The experimental part engages in to the inhibitory effect of nitric oxide on terminal
oxidases of the respiratory chain of Paracoccus denitrificans. The results suggest that the
inhibition period is short. Membrane vesicles have the NO reductase activity (through
nitric oxide reductase and heme-copper oxidase), NO is degraded and the inhibitory effect
of nitric oxide on terminal oxidases is reduced.

The wild and mutant (NNR-) strain were carried out the study of the regulatory
action of NO at the proteome level. Under the growth conditions with the NO donor it was
observed (in the wild and mutant strain) increased expression of several proteins (different
types of TonB-dependent receptor, AsnC family transcriptional factor and
phosphoadenosine phosphosulfate reductase). The expression of denitrifications enzymes
were not affected by NO.
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