Oxid dusnaty (NO) mé nezastupitelnou roli v neurondlni signalizaci v fad€ eukaryotickych

a prokaryotickych organizmt. NO-syntazy (NOS) jsou hem-obsahujici monooxygenazy, které
v ptitomnosti kysliku katalyzuji oxidaci L-argininu na NO a L-citrulin. NO produkovany
NOsyntazou

je plynné molekula, ktera lehce difunduje pfes membrany a zprosttedkovava jak
mezibunécnou, tak i vnitrobunénou komunikaci. NO aktivuje enzymy vazici kovy véetné
solubilni

guanylatcyklazy (sGC), a tim zvySuje hladinu druhého posla cyklického guanosinmonofosfatu
(cGMP) (1, 2), ktery dale zprostfedkovava fadu fyziologickych a patologickych procest v
neuronech. Nicméné, detailni charakteristika nitrergnich neuronti a funkce NO v centralni
nervove

soustavé (CNS) neni zcela objasnéna.

Cilem dizertacni prace bylo charakterizovat neuronalni NOS, proteiny spojené s
metabolismem

neurondlni NOS a signalni drahu NO v CNS zeje kalifornského (Aplysia cali/ornica),
popularniho

experimentalniho modelu bunécnych a systémovych neurovéd.

Na biochemické Grovni byla zjisténa zavislost NOS Aplysie (/IcNOS) na kalciu- kalmodulinu
(Ca-CaM) a NADPH. Rada reprezentativnich inhibitorti savéich NOS isoforem téZ snizila
NOS

aktivitu u Aplysie. Polyklonalni protilatky vytvoiené proti krysi NOS hybridizovaly na
Western blotu

s purifikovanou /IcNOS (160 kDa protein) z ¢aste¢né purifikovanych CNS homogenati.
Aktivita /4cNOS popsana v této praci byla asi Sestkrat nizsi nez zjisténa aktivita NOS v
savCim

mozecku (3), ale aktivita /IcNOS byla srovnatelna s primérnymi hodnotami uvadénymi pro
nervovou

soustavu hmyzu (4, 5). Stanovili jsme bazalni hodnoty produkce cGMP v CNS Aplysie.
Stimulace

NOS donory NO nebo inkubace s inhibitory fosfodiesterazy vyznamné zvysily hodnoty
cGMP.

Specificky inhibitor sGC snizil bazalni hodnoty cGMP o polovinu a piedesel zvySeni cGMP
za

pritomnosti NO. Na zaklad¢ téchto vysledku lze ptedpokladat, ze NO funguje jako posel v
CNS

Aplysie a ze cGMP je jednim z efektortt NO.

Klonovali jsme /IcNOS v jeho plné délce a dokumentovali, Ze obsahuje vSechny
konzervované

¢asti charakteristické pro funkéni NOS u obratlovci. Lokalizovali a zmapovali jsme nitrergni
neurony

v CNS Aplysie. Pomoci in silu hybridizace a imunohistochemicky byla prokazana pfitomnost
NOS

v ptiblizné€ 2% vSech centralnich neuront.

Optimalizovali jsme protokol pro vicebarevnou in silu hybridizaci s pouzitim celych

ganglii (,,whole mount"), tedy bez nutnosti pfipravovat fezy. S vyuzitim této nove zavedené
metody jsme identifikovali neurony, ve kterych jsme nasledné korelovali jejich proteinova
expresni data a jejich funkci. Tim jsme sestavili 1 tplnou topografickou mapu usporadani
mechanosensorickych neurontt v CNS Aplysie exprimujicich neuropeptid sensorin-A.
Hodnotili jsme plisobeni jednostranného mechanického poSkozeni ,,nozniho" nervu na
uroven exprese NOS mRNA v neuronech ,,nozniho" ganglia v souvislosti s funkénim



vyznamem NO v regeneraci nervi a u neuropatickych bolesti. Vysledky in silu hybridizace a
denzitometrie prokéazaly sniZeni poc¢tu niternich neuronil a intenzity neuronalniho zbarveni na
stran€ poSkozeného nervu a soucasné zvyseni /IcNOS mRNA v axoplasmé stejnostranného
,hozniho nervu" pomoci RT-PCR

Cast dizertaéni prace se soustiedila na identifikaci dal§iho funk&né vyznamného
hemoproteinu,

thyroidperoxidazy z Aplysie (/icTPO). Po naklonovani /IcTPO genu a lokalizaci /IcTPO
transkriptu

v CNS Aplysie jsme prokézali i pfitomnost n¢kolika dalSich transkriptti. Tyto transkripty
pfimo

souviseji s thyroidalni signaliza¢ni drédhou a naznacuji funkci a pfitomnost latek podobnych
thyroidadlnim hormontim i u plza.

Téma hemoproteinil v této dizertacni praci vedlo dale ke studiu hemové syntetické drahy,
konkrétné Sestého enzymu této kaskady, koproporphyrinogenoxidazy (CPO). CPO jsme
klonovali z

Aplysie a dalSich organismtl (Chlorophlexus auranliacus, E.coli). Klonované CPO jsme
pouzili pfi

optimalizaci krystalizacnich podminek vedoucich k prvnimu publikovani krystalové struktury
lidské

CPO. Krystalova struktura umoznila ud¢lat dalsi krok k pochopeni katalytického mechanismu
CPO a

na molekularni trovni objasnit sniZzeni enzymatické aktivity u jednotlivych patologickych
mutaci

hereditami koproporfyrie.





