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Cile prace

Vypracovat literarni reSer§i shrnujici aktualni poznatky o vlastnostech, funkci
a vyznamu reaktivnich forem kysliku (ROS) a enzymu jejich produkce NADPH-
oxidas (Nox) a dualnich oxidas (Duox) v imunité hmyzu

Optimalizovat metody stanoveni enzymové aktivity Nox/Duox ve vzorcich tkani
vcel

Studovat zmeény aktivity Nox/Duox ve vzorcich véel infikovanych bakterialnimi

patogeny a elicitory



1 Uvod

Vcela medonosna (Apis mellifera) ma nenahraditelnou ulohu jako opylovac rostlin, coz
zajistuje udrzitelnost zemédé€lstvi. Divoké druhy vcel dale zvySuji biodiverzitu krajiny.
Celosvétove jsou véely zodpoveédné za opylovani az poloviny nesamosprasnych plodin,
z ekonomického a ekologického hlediska jsou tak velmi vyznamnym hospodaiskym
zviretem. V poslednich letech bohuZzel populace vcel zazivaji vysoké ztraty. Mezi hlavni
divody patii pfitomnost pesticidu a insekticidi v Zivotnim prostiedi ¢i zavleCeni novych
druht vird, bakterii, hub a skiidct. Presné fungovani vceliho imunitniho systému je tedy
pfedmétem mnoha studii.

Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) v travicim traktu zivo¢icht patii mezi jednu
z prvnich obrannych reakci imunitniho systému na infekci patogennimi organismy. ROS
jsou skupinou chemicky reaktivnich iont, radikald a molekul vzniklych z kysliku.
V minulosti se pifedpokladalo, ze se jedna o vedlejsi produkt aerobniho metabolismu
ajejich role v organismu je pouze negativni. Pii vyS§i koncentraci totiz vykazuji
pro bunky toxické vlastnosti — napt. poSkozeni DNA nebo oxidaci lipidi a proteint, coz
muize vést k bunécnému starnuti a smrti. Dnesni pohled je ovSem takovy, Ze vyznamna
cast ROS vznikd kontrolovanymi mechanismy, pfevazné enzymy z rodiny NADPH
a dualnich oxidas (Nox a Duox, EC 1.6.3.1), a maji pro fungovani organismu nezbytné
vlastnosti. V mensi koncentraci ROS funguji jako signalni molekuly ave vySsi
koncentraci pak mikrobicidné. Maji vSak také fadu dalSich fyziologickych funkci, napft.
v tvrdnuti vaje¢ného obalu nebo stfevni peristaltice. V organismu tak plni duélni roli
v zavislosti na koncentraci, ktera je mistn€ i Casove specificky fizena nejen Nox/Duox,
ale také fadou antioxida¢nich systému.

Mnoho roli ROS vimunit€ a signalizaci je i1 ptfes pokraCujici vyzkum stale
nepopsanych. Studium Nox/Duox tedy pomaha pochopit dulezité mechanismy, které jsou
zodpoveédné za obranyschopnost nejen lidi, ale tfeba také stale vice ohrozenych vcel,

na které je zameéfena tato prace.



2 Soucasny stav reSené problematiky

Imunitni systém hmyzu je oproti tomu obratlovct vyrazné jednodussi. Hmyz postrada
tzv. ziskanou imunitu — lymfocyty tvofici protilatky a pamétové buriky. Jako u vSech
zastupcu skupiny bezobratlych délime jejich imunitu pouze na vrozené (neadaptivni)
slozky — bunécnou a humoralni (Hoffmann, 1995).

Do bunééné slozky fadime piimé interakce hemocytid (fagocytujicich bunék)
s patogeny v hemolymf¢ hmyzu. K humoralni slozce patfi latky produkované k interakci
s mikroorganismy, pfedev§im antimikrobialni peptidy (AMP), komplementu podobné
proteiny, melanin nebo ROS (Bergin et al., 2005; Strand, 2008). Velmi dilezité jsou také
imunitni procesy v travici soustaveé. Ta je u hmyzu opét jednodussi jak fyziologii, tak
rozsahem druhi, které mohou tvorfit stfevni mikrobiom. Patogenni i symbiotické
mikroorganismy plisobi pfimo na epitelové buriky travici soustavy a slozita sit
signalizace a imunitnich reakci zajistuje homeostazu.

Podobnost hemocyti s fagocyty, jednodussi travici soustava a ortologni enzymy
(nejen Nox/Duox) délaji zhmyzu, predevSim octomilek obecnych (Drosophila
melanogaster), idealni model pro studium vrozené imunity zivoCichi (Browne et al.,
2013). Genetické a molekularni piistupy totiz ukazaly, ze mechanismy vrozené imunity
se zdaji byt konzervované u vSech zivoCichii (Ratiu er al., 2016). Nové informace
o imunité jsou tedy podstatné také pro vyznamné hospodarské druhy hmyzu jako je v¢ela
medonosna.

Vcely jsou eusocialni organismy rozdélené do kast — matky, trubci a délnice. Prvni
dvé jsou témer vyhradné zameérené na reprodukci; matka je v tlu jedina pln€ vyvinuta
vCela samiciho pohlavi, trubci jsou samci, kterych je v ulu nékolik set. Délnice jsou
sterilni vcely samiciho pohlavi, které se v pfitomnosti matky nejsou schopny
rozmnozovat a v tlu plni udrzovaci funkce (Amdam et al., 2005). Obvykle jich v jednom
veelstvu maze byt 30-50 tisic. Mladé vcely (3-18 dni) se staraji o chod vcelstva — napft.
zpracovani potravy a starost o larvy. Starsi vCely (18-65 dni) figuruji v energeticky
naro¢néjsich tkolech jako je obrana tlu nebo hledani a sbér potravy (Free, 1965).

V mirném pasu s pfichodem zimy umira letni generace délnic a rodi se generace tzv.
zimnich vCel. Zimni vcely jsou dlouhoveké (dozivaji se v pruméru 240 dni) a dobfe
toleruji stres. Jejich hlavnim tukolem je uklid alu audrzovani konstantni teploty.
S pfichodem jara pak zajistuji chod hnizda a vychovu prvnich novych délnic (Omholt
a Amdam, 2004).



U vcel medonosnych a dalSich druhti socialniho hmyzu se vyvinula jesté dalsi slozka
imunity — socialni. Do ni fadime spole¢nou obranu hnizda pfed patogeny a skadci, ale
tteba také jeho Cisténi. Vcely (a dalsi druhy socialniho hmyzu) oproti octomilkdm
vykazuji snizené mnozstvi genti obvykle spojenych s imunitou, detoxifikaci nebo tvorbou
kutikuly, napt. mnozstvi fagocytujicich hemocyti véel mize byt az dvacetinasobné nizsi
nez u octomilek (Gabor et al., 2020). Na druhou stranu vcely napada relativné malo
patogend, ktefi jsou schopni proniknout az do hemolymfy. Predpoklada se, Ze snizené
mnozstvi patogent i obrannych gend je evoluCni dusledek pravé socialni imunity
(Weinstock et al., 2006; Doublet et al., 2017).

Stfevni mikrobiom zdravych vcel tvoii 9 rodu bakterii nachazejicich se prevazné
ve vykalovém vacku (Obr. 1) (Kwong a Moran, 2016). P& znich bylo nalezeno
v délnicich na celém svéte, konkrétn€ Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola, dva druhy
Lactobacillus  a Bifidobacterium. Abundance  dalS§ich  (Bartonella  apis,
Apibacter adventoris, Frischella perrara a bakterie rodu Acetobacter) je variabilni.

Mensi mnozstvi téchto baktérii se nachazi také v predni Casti zazivaciho traktu a zaludku.

Zaludek

Velmi malo bakterii

Tenké stievo
~10°® bakterialnich
bunék; hlavné
Snodgrassella,
Gilliamella a
Frischella

Vykalovy vacek
~10° bakterialnich
bunék; hlavné
Lactobacillus a
Bifidobacterium

Medné volatko

Velmi malo bakterii Malpighiho trubice

Obr. 1: Schématické zobrazeni travici soustavy vcely medonosné véetné bakterialnich komunit
tvoficich mikrobiom. Vytvofeno v programu BioRender.



2.1 ROS a jejich biologické funkce

ROS je kolektivni termin pouzivany pro molekuly vzniklé z molekularniho kysliku Oo,
které jsou reaktivnéjsi nez O, samotny (Obr. 2). Oznacuje nejen radikaly jako je napft.
superoxidovy anionradikal O;", ale také slouceniny jako peroxid vodiku H»O», kyselina
chlornd HCIO nebo v minulosti slouceniny s dusikem. Ty jsou v soucasnosti casto
samostatné oznacovany jako reaktivni formy dusiku. Pojem reaktivni je ovSem velmi
relativni — O2™ a H2O jsou v reakcich s biologickymi molekulami selektivni, ale napft.
hydroxylovy radikal ‘OH reaguje s vétsinou organickych molekul (Murphy ef al., 2022).

Objevy novych roli ROS v raznych procesech organismi vedly ke zvySenému zajmu
védcl o tuto oblast. To s sebou samoziejmée v priubéhu doby pifineslo mnoho novych
metod studia ROS, oxidativniho poSkozeni a redoxni signalizace. Jednou z vyzev je
spravna interpretace téchto mefeni, které je stale v mnoha piipadech nespecifické
a nepiimé, nebo naopak velmi komplexni. Velké mnozstvi novych vysledkti mize také
vést k zobecnovani terminia — ROS se tedy mazou jevit jako samostatna molekularni
entita, ikdyz se jedna o heterologni skupinu molekul sriznymi biologickymi
a chemickymi vlastnostmi. Generalizace pojmu ROS tak mlze byt zavadéjici

a nespecifikuje, ktery typ zptisobuje pozorovany biologicky efekt (Murphy et al., 2022).

H,O
Fey' ’%“ Voda
CAT
0, ox = SOD H.0, v
Molekularni kyslik —— Superoxid —— Peroxid vodiku
MPO
MPO
Duox

Obr. 2: Schéma metabolismu zakladnich forem ROS. Jednotlivé typy ROS a jejich metabolitu
jsou odliSeny barevné podle reaktivity, specificity a moznosti zpusobit oxidativni poskozeni:
zelena — relativné nereaktivni a neskodné; oranzova — specificka reaktivita; ¢ervena — vysoka
a nespecificka reaktivita. Vysvétleni zkratek: CAT — katalasa; Duox — dualni oxidasa; MPO —
myeloperoxidasa; Nox — NADPH-oxidasa; SOD — superoxiddismutasa.



Tato prace je za métena na 3 typy ROS — 02", H2O2 a HCIO. Prvni dva typy nereaguji
s vétsinou biologickych molekul. Reaktivita O, je selektivni, muze fungovat jako
reduktant i oxidant. Redukuje pfechodné kovy (Fe**, Cu?*), rychle také reaguje s oxidem
dusnatym NO za tvorby peroxynitritu nebo s dal§imi radikaly za tvorby hydroperoxidu.
Muze poskozovat proteiny obsahujici Fe-S klastry. Reaktivita H>O: je jesté nizsi, pomalu
reaguje s neékterymi prechodnymi kovy za vzniku "OH, dale s thioly nebo hemovou
skupinou. Vzhledem ke stabilité, moznosti prochdzet bunéénymi membranami
a selektivitou reakci je H2O» idealnim druhym poslem v signalizaci. HCIO je naopak
vysoce reaktivni a silny oxidant, pfevazné thiolti, methioninu a cysteinu, s nimiz reaguje
za tvorby sulfenovych derivati (Dickinson a Chang, 2011; Murphy et al., 2022).

Kromé kontrolované aktivity Nox/Duox vznikaji ROS také jako vedlejsi produkty
aerobni respirace ¢i dal§ich metabolickych procesd. Cast ROS vznika intracelularné
v mitochondriich, kdy elektrony ptechazi z redukovanych soucasti elektron transportniho
fetézce pfimo na Oz za vzniku O;". Dale mohou ROS vznikat v reakci na rizné
environmentalni stimuly jako jsou napt. UV zafeni, chemické oxidanty, toxiny nebo

prechodné kovy (Olgun et al., 2020).

2.1.1 Oxidativni stres a antioxida¢ni systémy
Koncept oxidativniho stresu byl ptvodné definovany jako naruseni rovnovahy mezi
prooxidativnimi molekulami a antioxidacnimi systémy. Dnes se o ném spise uvazuje jako
o naruseni oxidacné-reduk¢ni signalizace a kontrolnich mechanismu (Jones, 20006).
Podobné zobecniovani pojmi (jako u ROS) se tyka také antioxidantd, jejichz
definovani je ve védecké literatufe ¢asto velmi obecné — jakakoliv molekula schopna
zpomalit nebo zabranit oxidativnimu poskozeni. Navic je nutné vzit v potaz, Ze neexistuje
zadny idealni antioxidant. Ve skuteCnosti rizné molekuly reaguji s riznymi typy ROS
a chrani rizné cile oxidativniho poskozeni, to vSe v zavislosti na bunécné lokalizaci.
Alternativni definice zni: ,,molekula, kterd reaguje s oxidantem, ¢imz zabratiuje jeho
reakci s ostatnimi moznymi cili, coz ovliviluje redoxni signalizaci a oxidativni
poskozeni® (Murphy et al., 2022). Mezi hlavni antioxida¢ni enzymy fungujici in vivo
patii katalasa (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidasa (POX, EC 1.11.1.x) a superoxiddismutasa
(SOD, EC 1.15.1.1). CAT rozkladaji H>O2 pifimo na H2O a O, zatimco POX redukci
H20> oxiduji rizné substraty. SOD redukuji O, na H>O, (dismutace ovS§em probiha

i samovolné). Mnoho sloucenin s nizkou molekulovou hmotnosti oznaovanych jako



,antioxidanty“ je vysoce specifickych pouze k ur¢itému typu ROS a s O2" nebo H>O»
témér nereaguji (napt. N-acetylcystein).

Podle Ha er al. (2005) je nejdulezitéj§im antioxidacnim enzymem ve stfevech
octomilek CAT. Ahn ef al. (2012) déle pfisli na to, ze vyznamnou roli hraje také enzym
peroxiredoxin5 (Prx5, EC 1.11.1.5). Prx jsou rodina POX, jejichz aktivni misto obsahuje
redoxné aktivni cysteinovy zbytek. Prx jsou schopny redukovat H>O», hydroperoxidy
a peroxynitrit. Transkripce Prx5 je fizena signalizacni drahou JNK/FOXO (Jun N-
terminalni  kinasy/FOXO transkripéni faktor) v zavislostt na mnozstvi HzO»
produkovaného Duox v reakci na infekci patogenni bakterii Erwinia carotovora.

Pti studiu oxidativniho poskozeni nebo aktivace signalizacnich drah je tedy vyhodné
pouzivat selektivé vzniklé ROS. Nejcastéji vyuzivanymi slouCeninami s timto ucinkem
jsou herbicid paraquat (PQ, N,N'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid), ktery cyklicky
generuje O,", coz se diky dismutaci projevi i na koncentraci HxO, nebo piima tvorba

H>0: enzymem glukosaoxidasou (EC 1.1.3.4) in vitro (Dhar et al., 2022).

2.1.2 ROS v imunité

Role ROS v imunité v¢el je v soucasnosti témet neprozkoumana. Ackoliv jsou imunitni
procesy vcel intenzivné studovany, mnoho molekularnich procest spojenych s ROS stale
neni znamych. VétSina vyzkumu zabyvajicich touto problematikou (a imunitou hmyzu
obecné) je zaméfena na octomilky z divodu rychlého a snadného chovu, a hlavné
zvladnutému ziskavani mutantd. V této praci tedy vychazim z analogie se studiemi
zabyvajicimi se 1 jinymi druhy hmyzu s ortolognimi enzymy a signalizaci.

NaruSenim redoxni rovnovahy ve sttevech vcel se zabyvali Paris et al. (2017). Zajimal
je vliv infekce parazitické houby hmyzomorky (Nosema ceranae) v kombinaci
s insekticidem fipronilem na oxidativni procesy v travici soustaveé vcel. Jednalo se o jednu
z prvnich praci, ve které méfili nejen abundanci nebo aktivitu antioxida¢nich enzymu, ale
také pfimo koncentraci ROS v tkanich v¢el a jejich oxidativni poskozeni. Zjistili, ze
samotna infekce N. ceranae vede ke snizZeni jak hladiny ROS, tak i oxidace proteint
a lipid. V kombinaci s fipronilem ovSem infekce zplisobuje vétsi oxidativni poskozeni
(je vSak mozné, Ze je zpusobené toxicitou fipronilu). Kromé toho pfisli na to, Ze vyskyt
oxidativniho poskozeni se zvySuje s prubéhem starnuti vCel, nezavisle na expozici
patogentim nebo insekticidu. Nezaméfili se ov§em na aktivitu enzymu Duox, ktery tvori

z hlediska imunity vyznamny produkt — HCIO.



2.1.3 ROS v senescenci

Drivéjsi predpoklad, Zze ROS jsou jednim z primarnich spou$téu starnuti,
byl v poslednich letech opakované vyvracen. Bylo potvrzeno, ze ROS nemaji kauzalni
roli v mitochondrialnim stresu (Jang a Remmen, 2009; Lapointe a Hekimi, 2010). Dnes
se ma za to, ze oxidativni stres figuruje v obnoveé bunék a hraje roli v dlouhovékosti
(Ristow a Schmeisser, 2011). ZvySena hladina ROS je tedy spise dusledkem starnuti nez
jeho divodem. Zalezi ov§em na typu a koncentraci ROS nebo dobé trvani stresu.

Hsieh a Hsu (2013) srovnavali aktivitu enzyma zapojenych v metabolismu ROS
v trofocytech a tukovych bunkach mladych (2 mésice) a starych (16 mésict) vcelich
matek. Trofocyty jsou bunky tukového téliska, které se v dospélych jedincich nedéli,
ajsou tedy idealni model pro studium senescence. Kromé oxidativniho stresu méfili
i aktivitu enzyml zapojenych do odbouravani ROS — SOD, CAT, glutathionperoxidasy
(GPX, EC 1.11.1.9) a thioredoxinreduktasy (TR, EC 1.6.4.5). Zjistili, ze mladé matky
vykazuji oproti starym v trofocytech snizenou hladinu ROS a aktivitu SOD, CAT a GPX,
a naopak zvySenou aktivitu TR. V prubéhu starnuti se tak zvysuje jak koncentrace ROS,
tak i aktivita antioxidacCnich systémua. Tyto vysledky naznacuji, ze pravé aktivace
mechanismi obrany proti stresu a nasledna obnova bunék muize byt jednim z faktort
dlouhovékosti veelich matek.

Na tuto studii Hsu a Hsieh (2014) navazali méfenim oxidativniho stresu v trofocytech
a tukovych bunkach pravé vylihlych mladych a 50 dni starych délnic. Mladé vcely
vykazovaly zvySené hladiny ROS. V porovnani se starymi véelami mély také zvySenou
exprest SOD a TR, a naopak snizenou expresi CAT a GPX. Oxidativni stres se tedy
v prubéhu starnuti délnic snizuje, pravdépodobné vlivem vétsiho zapojeni antioxidacnich
systému.

Ke stejnému zavéru dosli 1 Stowinska et al. (2016) — starsi veely vykazuji vyssi
aktivitu enzymu zapojenych do odbouravani oxidativniho stresu, coz jim muize pomoci
1épe zvladat oxidativni stres vyvolany napft. pesticidy.

Kramer er al. (2021) provedli studii srovnavajici pusobeni oxidativniho stresu
na 4 druhy socialniho hmyzu — 2 druhy vcel (A. mellifera a Euglossa viridissima), termity
(Cryptotermes secundus) a mravence (Platythyrea punctata). Zajimala je korelace mezi
oxidativnim poskozenim a délkou zivota riznych kast — pro¢ délnice Zziji kratsi dobu nez
reprodukujici se matky. Zjistili, ze oxidativni poskozeni proteinti neni zvysené u starSich
jedinct a je zavislé spiS na druhu organismu nez kasté. Rozdilna byla také exprese gent

podstatnych pro antioxidacni aktivitu. Jedinym spole¢nym trendem byla zvysena exprese
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genu Sodl u délnic a genu Prx3 (koduje Prx3 v mitochondriich) u starych jedinct.
Zavérem prace tedy bylo, ze manifestace stresu a antioxidacnich systému jsou u vSech
druhti rozdilné, coz znesnadnuje generalizaci. Ve studii ov§em pouzivali rizné typy tkani

a vysledky tedy nejsou jednoznacné interpretovatelné.

2.2 Molekularni vlastnosti Nox/Duox

Enzymy z rodiny Nox/Duox za fyziologickych podminek funguji jako pravdépodobné
nejvyznamnéjsi zdroje cilené produkce ROS. Dle soucasnych poznatkii rodina
zivo€isnych Nox/Duox obsahuje 7 ¢lent — Nox1-5 a Duox1/2. VSechny enzymy z rodiny
Nox/Duox jsou schopny oxidovat NAD(P)H a néasledné prenaSet elektrony pies
membranu az na Oz. Hlavni rozdily mezi jednotlivymi enzymy jsou cytoplasmatické
podjednotky, zptusoby aktivace a vytvareny typ ROS (Obr. 3). Vétsina Nox vytvaii 02",
zatimco Duox produkuji H>O>. Duox navic obsahuji doménu homologni s POX, ktera
muze prevést vznikly H2Oz na jiné produkty, které maji casto vyssi mikrobicidni aktivitu

(napt. HCIO).

0, 0, 0, 0, 0, H;0;
Nox1/3 p227= Nox2 p227= Nox4 p22"~
|Pro |Pro
\ = \ . Konstitutivni
£ NOXO1 { | pazrior |
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Obr. 3: Schématické zobrazeni strukturnich komponent enzymi z rodiny Nox/Duox, zpusobu
jejich aktivace cytoplasmatickymi podjednotkami nebo Ca?* a typu tvofenych ROS (upraveno
podle Lambeth a Neish, 2014).



2.2.1 Struktura Nox/Duox

Cela enzymova rodina Nox/Duox sdili zakladni strukturni a funk¢ni vlastnosti, které byly
poprvé popsany u Nox2 (ve starsi literature zvana také phox — fagocyticka oxidasa). Jedna
se o0 vazebna mista pro NAD(P)H a flavinadenindinukleotid (FAD) na jejich C-koncové
doméné a 2 hemové skupiny umisténé v membranové Casti proteinu. U hmyzu nebyly
nalezeny ortologni geny kodujici podjednotky Nox/Duox, véely tedy maji pouze Nox5
a jeden typ Duox (Kawahara e al., 2007; Kawahara a Lambeth., 2007). U nékterych
Clenovcu (véetné komart) byla objevena i isoforma Nox4 — tzv. Nox4-art, ktera je
nezavisla na podjednotce p22-phox. Nebyla ovSem nalezena u octomilek, ani vcel
(Gandara et al., 2017).

Prvnim objevenym enzymem z této skupiny byl Nox2 v lidskych fagocytujicich
bunkach. Nejdulezitéjsi soucasti Nox2 je flavocytochrom b558. Jedna se o komplex
zakotveny v membrané€, ktery je tvoren vétsim 65kDa katalytickym glykoproteinem
gp91phox (nové nazyvany také Nox2) a mensim 22kDa proteinem p22phox, ktery plni
vét§i mnozstvi roli. Funguje jako vazebné misto pro cytosolické regulacni podjednotky,
maturaéni faktor potfebny pro spravnou glykosylaci gp91phox a hraje dilezitou roli
ve stabilizaci celého cytochromového  heterodimeru (Nauseef, 2004).
Na cytoplasmatickém C-konci proteinu se nachéazi vazebné domény pro NAD(P)H
a FAD. Membranova slozka Nox2 je tvofena 6 transmembranovymi o-helixy, tato
struktura se vyskytuje u v§ech Nox1-4 (Lambeth, 2004). Na 3. a 5. helixu se dale nachézi
2 hemové prostetické skupiny, které jsou vazany mezi 4 histidinové vedlejsi retézce.
Elektrony z NAD(P)H tedy v celém komplexu prechazeji nejdiive pfes FAD doménu,
poté postupné pres obé hemové skupiny, a nakonec na extracelularni O,. K celému
enzymovému komplexu dale patii 4 cytoplasmatické komponenty dulezité ke spravné
funkci enzymu — p47phox, p67phox, p40phox a GTPasy Racl a Rac2 (EC 3.6.5.2)
(Geiszt a Leto, 2004; Lambeth, 2004).

Prvni objeveny homolog Nox2 byla Nox1, sdileji 56% shodu v sekvenci aminokyselin
(564 aminokyselin). Molekulova hmotnost Nox1 byla stanovena na 65 kDa. Noxl
k aktivité také potrebuje podjednotky p22phox a Racl. Noxl se vSak od Nox2 lisi
v dalSich cytosolickych podjednotkéach schopnych indukovat vy§si produkci Q2™ — patfi
k nému Nox organizator 1 (Noxol, homolog p47phox) a Nox aktivator 1 (Noxal,
homolog p67phox) (Geiszt et al., 2003). Hlavni rozdil mezi Noxol a p47phox je

schopnost kontrolovat aktivitu enzymu. Noxol totiz chybi hyperfosforovatelna



autoinhibi¢ni oblast, ktera se vaze k p22phox a membranovym fosfolipidim. Kompletné
sestaveny Nox1 tak vykazuje konstitutivni aktivitu.

I Nox3 je velikosti 65 kDa, strukturou a podjednotkami podobny Nox2. Nox3 také
vykazuje zakladni aktivitu, ktera muaze byt dale zvySena jednou nebo obéma
cytosolickymi podjednotkami patficimi k Nox1 nebo Nox2.

Nox4 je Nox2 podobnd méné — sdili pouze 39% homologii. Molekulova hmotnost
Nox4 je 67 kDa. Ke své stabilizaci a schopnosti produkovat ROS také potiebuje
podjednotku p22phox. Zajimavé ovSem je, ze z 90 % vytvaii ptimo H2O> (Nisimoto ef al.,
2014). Aktivita Nox4 ovSem neni ovlivnéna zadnym z cytosolickych partnerd Nox1
a Nox2 (Noxol, Noxal, p47phox, p67phox a Rac) (Rada a Leto, 2008). Nox4 jako jediny
enzym zrodiny Nox/Duox vykazuje vysokou konstitutivni aktivitu nezavisle
na cytosolickych podjednotkach.

Poslednim a nejunikatnéj§im ¢lenem skupiny Nox je Nox5. Molekulova hmotnost je
oproti Nox1-4 vyssi — 86 kDa. U lidského Nox5 bylo zjisténo 5 isoforem (Banfi et al.,
2001; Cheng et al., 2001). Na rozdil od ostatnich Nox se na cytoplasmatickych doménach
Nox5 nachazeji 4 motivy tzv. EF-ruky. Jedna se o struktury schopné zachytit Ca**, které
funguji jako aktivator enzymu.

Druhou skupinou této enzymové rodiny jsou Duoxl a Duox2, které jsou nejvice
podobné Nox5. Jedna se o nejvétsi proteiny z celé rodiny Nox/Duox — jejich molekulova
hmotnost se pohybuje okolo 180 kDa. V sekvenci aminokyselin sdileji 50% shodu s Nox2
a 83% shodu mezi sebou. Duox ke své aktivité také nevyzaduji p22phox, ale maji
2 esencialni maturacni faktory — Duoxal a Duoxa2 (De Deken et al., 2002; Ameziane-
El-Hassani et al., 2005). Na C-koncich maji struktury podobné dalsim Nox — NAD(P)H
a FAD domény. Cytosolické oblasti Duox obsahuji 2 motivy EF-rukou. Ameziane-El-
Hassani et al. (2005) zjistili, ze lidska Duox2 m4 2 stavy N-glykosylace — , ¢aste¢nou®,
kdy produkuji O>™, a uplnou, kdy je schopna generovat pfimo H,O,. Duox1 i 2 maji navic
extracelularni N-koncovou doménu homologni s POX (Rada a Leto, 2008). U hmyzu tato
doména vykazuje aktivitu podobnou myeloperoxidase (MPO, EC 1.11.2.2) — tvorbu
HCIO (Ha et al., 2005). Proto se tento enzym nazyva ,,dualni“ — jedna se o 2 spojené
enzymy. Kromé¢ této vlastni domény podobné POX muze H,O: vytvoreny Duox slouzit
jako substrat pro jiné POX. Transmembranovy region Duox octomilek a v¢el obsahuje

7 transmembranovych mist (Hu et al., 2013).
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2.2.2 Mechanismy regulace exprese a aktivity Nox/Duox

Enzymy z rodiny Nox/Duox se daji délit také podle zptuisobu regulace aktivity (Obr. 3).
Do prvni skupiny se fadi Nox1-4, které ke své funkci potfebuji podjednotku p22phox.
Nox1-3 obsahuji vazebnou oblast bohatou na prolin, na kterou se vazi cytosolické
podjednotky. Enzym Nox4 tuto oblast nema a je aktivni konstitutivné. Enzymy z druhé
skupiny (Nox5, Duox1/2) jsou regulovany intracelularni koncentraci Ca®*, které jsou
zachytavany specifickymi doménami EF-rukou. Aktivita Nox 1 Duox (vétSiny) hmyzu je
tedy regulovana hladinou Ca**.

V soucasnosti jsou znamy dva na sob€ nezavislé mechanismy, které kontroluji
zachovani homeostdzy v travicim traktu hmyzu - signalizacni draha ,immune-
deficiency” (IMD), ktera vede k produkci AMP, a Duox (Buchon et al., 2009; Lee a Brey,
2013; Kim a Lee, 2014). Aktivita Duox miize byt zesilena dvéma mechanismy — pfimym
zvySenim enzymové aktivity nebo zvySenim genoveé exprese (Obr. 4). Aktivace Duox je
spousténa uracilem pochazejicim z bakterii, ktery funguje jako elicitor signalizace
,Hedgehog“. Spusténi této drahy vede ke zvySeni exprese cadherinu 99C (Cad99C).
Molekuly Cad99C spolu s fosfolipasou C-f (PLCB, EC 3.1.4.3) a protein kinasou C
(PKC, EC2.7.11.13) indukuji tvorbu signalizacnich endosomu, které poté spousti
uvolnéni Ca®* z endoplasmatického retikula (ER) (Lee et al., 2015). Uvolnéné Ca’* se
vazou na motivy EF-ruky Duox a zptisobuji zménu konformace, ¢imz aktivuji produkci
H>0> (a v pritomnosti chloridd i HC1O). Bylo také pozorovano, ze pro aktivaci Duox
musi byt kromé& Cad99C v endosomu pritomny také faktor 3 asociovany s receptorem pro
tumor nekrotizujici faktor (TRAF3) (Lee et al., 2018). S TRAF3 mizou v aktivaci Duox
dale spolupracovat 4 kinasy — AMPK, Warts, ATG1 a MEKKI1 (Lee a Lee, 2018). Takto
stimulovana draha Gaq-PLCPB-Ca* tedy zvy$uje enzymovou aktivitu Duox. Kromé této
rychlé reakce muze také dojit ke spusténi drahy IMD, ktera ovliviluje expresi Duox.
Bakterialni peptidoglykan (PG) slouzi jako signal ke spusténi kaskady mitogenem
aktivovanych proteinkinas MEKK1-MKK3-p38 MAPK, kterd aktivuje kinasu p38.
Aktivovana p38 kinasa (ve stfevech isoforma p38c) poté fosforyluje aktivacni
transkripéni faktor 2 (ATF2), ktery spousti transkripci genu Duox. Tato draha je tak
zodpovédna za zvySeni syntézy Duox v odpovédi na rozeznani bakteridlnich PG, coz

vede i k vyS$si produkci mikrobicidni HCIO (Ha et al., 2009; Chakrabarti et al., 2014).
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Obr. 4: Schéma mechanismu regulace aktivity a exprese Duox v burikach stfevniho epitelu
za béznych podminek a pii infekei patogennimi mikroorganismy (upraveno podle Kim a Lee,
2014). Vysvétleni zkratek dosud se nevyskytujicich v textu prace: Gaq — G-protein; GPCR —
receptor sprazeny s G-proteinem; PGRP — receptorovy protein rozpoznavajici peptidoglykan.

Imunita zalozend na aktivaci Duox je vysoce energeticky naroCna, ucastni se ji
prokatabolickd a antianabolick4 signalizace. SniZeni lipogenese, ktera spotfebovava
NADPH a zvySeni lipolysy, pfi které se NADPH naopak tvofi, je podstatné k dosazeni co
nejvyssich koncentraci NADPH nutnych k udrzovani aktivity Duox. Lee et al. (2018)
prokazali, ze octomilky mutantni v AMPK/WTS-ATGI signaliza¢ni draze exprimovaly
nizkou aktivitu Duox. Tato draha je aktivovana TRAF3 a vede k lipolyse. Mutantni
musky tedy mély snizenou hladinu NADPH, které slouzi jako substrat pro Duox, a byly
tak vice nachylné k infekcim. Ve stejné studii ukazali, ze po infekci patogeny je MEKK1
(aktivujici expresi genu Duox), také zapojena do indukce lipolysy mediované ATF-3.

Imunitni drdha Duox tedy vede k vyssi produkci jak tohoto enzymu, tak i jeho substratu.

2.2.3 Lokalizace Nox/Duox

Subcelularné se katalyticka cast enzymd z rodiny Nox/Duox nachazi predevsim
v plasmatické membrané buné€k, regulacni podjednotky se vyskytuji v cytoplasmé
(Panday et al.,, 2015). Lokalizace v membrané umoziuje uvolfiovani ROS
do extracelularniho prostoru, coz je dilezité pfi imunitnich reakcich v travicim traktu

nebo ve fagocytujicich burikach.
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Komplexni analyza Duox bource moruSového (Bombyx mori), kterou provedli
Hu et al. (2013), ukazala, ze exprese Duox probiha v podstaté v celém organismu.
Za fyziologickych podminek byla pozorovana vyssi abundance v hlave, pohlavnich
organech a vzduSnicich; niz8§i abundance pak v travici soustavé, hemocytech,
Malpighickych trubicich, vajeCnicich a tukovych téliskach. Po inokulaci patogennimi
bakteriemi a viry byla signifikantné zvySena exprese v travici soustave, protoze prave zde
dochazi k prvnim imunitnim reakcim.

Kromé& Duox se ve stievech nachazi také druhy enzym produkujici ROS — Nox.
latsenko er al. (2018) zjistili, ze aktivita Nox octomilek je ve stfevech zavisla
na pritomnosti  laktobacild. = Bakterialni  laktat je  oxidovan  enzymem
laktatdehydrogenasou (LDH, EC 1.1.1.27) na pyruvat za vzniku NADH, které slouzi jako
substrat pro Nox.

Exprese obou typt oxidas (Nox i Duox) je odlisna v riznych oblastech travici soustavy
a typech bunék (Dutta et al., 2015). To by mohl byt jeden z divodi, proc NADH vzniklé
oxidaci laktatu ve stfevech zvySuje tvorbu ROS pouze enzymem Nox, ackoliv muze
slouzit jako substrat pro oba typy enzymu (Iatsenko et al., 2018). Lokalizace Nox/Duox
v travici soustavé vCel nebyla studovana, ale vzhledem k nizké abundanci bakterii
v zaludku se zda, ze mize byt analogicka octomilkam — tedy vyskyt Duox v oblasti

s nizkym poctem komensalnich bakterii a Nox v oblasti osidlené laktobacily.

2.3 Role Nox/Duox v imunité a signalizaci
Enzymy zrodiny Nox/Duox tedy hraji velmi dilezitou roli v interakci zivocichii
s mikroorganismy ve stfevech a zaji§tovani homeostazy. Jak komensalni bakterie, tak
i patogenni mikroorganismy jsou pii kontaktu s burikami stfevniho epitelu schopny
vyvolat antimikrobialni odpovédi (Patel er al., 2013). Nox/Duox mohou byt aktivovany
mikrobialnimi elicitory, coz zvysi jejich aktivitu. V zavislosti na signalu poté Nox/Duox
pfispivaji bud k eliminaci patogent, nebo k signalizaci vedouci k obnove bunék stfevniho
epitelu (pfi styku se symbionty). V takovém piipadé se po nedestruktivnim poskozeni
aktivuje produkce cytokint, které podporuji tvorbu novych stfevnich bunék.

Stfevni epitel v podstaté vSech zivo€icht funguje jako bariéra proti mikroorganismim
a ma zachované imunitni odpoveédi na stfetnuti s bakteriemi (vrozena imunita) —
eliminovat Skodlivé patogeny a zachovat symbiotické komensalni bakterie (Hoffmann
a Reichhart, 2002). Pravé komensalni symbiotické bakterie jsou velmi piinosné, protoze

hostiteli muzou poskytovat ziviny. Vcely vyzaduji vysoké mnozstvi vitamint
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ze skupiny B, které nejsou schopny samy syntetizovat, a ziskavaji je pravé od stfevnich
bakterii (Dadd, 1973; Salem et al., 2014).

Ma se za to, ze obecné je prvni obrannou reakci produkce mikrobicidnich ROS
enzymem Duox. Vysoké hladiny ROS (u hmyzu specificky HCIO) ptsobi béhem infekci
traviciho traktu jak proti komensalim, tak proti patogenum (Obr. 5). Kontrolované
v malych koncentracich ovSem ROS (pfevazné H»O) pusobi jako signalni molekuly,
které jsou zapojeny do mnoha riznych bunénych procest véetné proliferace bunék
travici soustavy (Lambeth a Neish, 2014).

Dale dochazi k produkci efektorovych molekul. Mezi nejvyznamnéjsi patii, krome
ROS, také tvorba AMP, z nichz vétSina muze byt aktivovana 2 riznymi signalizacnimi
drahami v zavislosti na slozeni molekularnich vzort asociovanych s patogeny (PAMP).
AMP ovsem nevznikaji pifimo ve stievech, ale pfevazné v tukovém télisku — funkénim
analogu jater zivoCichu (Gétschenberger er al., 2013). Prvni je draha Toll, ktera je
spousténa jako reakce na patogenni houby a Gram-pozitivni (G+) bakterie (Gallo
a Hooper, 2012; Buchon ez al., 2013). Znamé transkrip¢ni faktory zapojené do této drahy
jsou Toll-1 a dorsal (Evans et al., 2006). Druhou signaliza¢ni drahou je IMD, kterou
spousti PG z G- bakterii, a kterd vede k aktivaci transkripéniho faktoru Relish (Hoffmann
a Reichhart, 2002, Chakrabarti et al., 2014). Aktivace IMD je umoznéna receptorovymi
proteiny rozpoznavajici peptidoglykan (PGRP) — v travicim traktu a tukovém telisku se
jedna predevsim o PGRP-LC a PGRP-LE. Drahy IMD a Toll se navic vzijemné
prekryvaji (De Gregorio et al., 2002). V pfipadé, Ze patogenni mikroorganismy
proniknou pies epitelialni bariéru do hemolymfy dochazi ke koagulaci hemolymfy
a melanizaci.

U bourcti morusovych byla potvrzena korelace mezi zvySenou hladinou ROS, které
pravdépodobné slouzi mikrobicidné 1 jako signalizacni molekuly, se zvySenou
koncentraci NO a AMP v dalsich fazich bakterialni infekce (Zhang et al., 2015).

U octomilek bylo zjisténo, ze signalizace mediovana H>O> spousti produkci oxidu
dusnatého NO indukci transkripce genu NO-syntasy (NOS, EC 1.14.13.39) (Wu et al.,
2012). NO dale slouzi jako signal v reakci na G- bakterie a predpoklada se, ze aktivuje
IMD drahu, ¢imz spousti expresi AMP (Nappi et al., 2000; Foley a O'Farrell, 2003).
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Obr. 5: Schéma riznych fyziologickych stavi v travici soustavé hmyzu v zavislosti na schopnosti
mikroorganismu vylucovat uracil (uracil”* pro uracil nevylucujici a vylucujici) a osidlit travici
trakt (allochtonni/autochtonni) (upraveno podle Kim a Lee, 2014).

Tyto signalizacni a imunitni drahy jsou slozkou vrozené imunity, ktera je u zivocichu
konzervovana, a da se tedy oCekavat, ze podobnym zptisobem funguje i imunita vcel.

Zimni obdobi, kdy jsou vSechny v¢€ely v tlu, je idealni k pfenosu a mnozeni patogend.
Predpoklada se, ze praveé béhem n¢j vznikaji rozdily v chovani a imunitnim systému vcel,
které charakterizuji mladé a staré zimni vCely. Pravé timto fenoménem se zabyvali Ratiu
et al. (2016), kdyz srovnavali expresi genti zapojenych v imunité u mladych a starych
zimnich v¢el. Zjistili, Ze exprese mnoha dulezitych genti je zménéna — staré vcely
vykazuji zvySenou expresi genti Dorsal a Relish a snizenou expresi Toll-1. Exprese genu
Duox vsak nebyla signifikantné zménéna, jelikoz je zavisla predev§im na vyskytu
patogend.

Lewkowski et al. (2022) pii studiu nemoci hniloby vceliho plodu zptisobeného bakterii
Melissococcus plutonius zjistili, ze v larvach dochazi ke sniZeni exprese gent Duox a pirk
(inhibitor IMD). Zména imunitniho systému je pravdépodobné ptirozeny proces pfipravy
na metamorfosu. Snizena exprese pirk vede k vyssi expresi AMP. Naopak snizeni exprese
Duox vede k snizeni tvorby ROS, a tedy 1 oxidativniho poSkozeni tkani larev béhem jejich

restrukturalizace.
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2.3.1 Hemocyty
Dulezitost ROS ve vrozené imunité zivocicht byla poprvé pozorovana ve fagocytujicich
neutrofilech. Po jejich aktivaci imunitnimi stimuly v nich dochazi k masivni spotiebé O,
ktery je aktivitou Nox/Duox preménovan na O, ktery muze byt spontanné nebo
enzymové dismutovan na H>O» (jedna se také o pfimy produkt Duox). Ten muze dale
fungovat jako signalni molekula ¢i byt pfeménén na jiné mikrobicidni produkty.
Hemocyty hmyzu jsou buriky strukturné i funkéné podobné saveim neutrofilim —
rozpoznavaji patogeny a usmrcuji je procesem zvanym fagocytosa. Mikrobicidni aktivita
je zajisténa produkci O;" enzymy z rodiny Nox/Duox a uvolnénim proteolytickych
enzymu z fagocytu, tzv. degranulaci (Browne et al., 2013). Hemocyty se vyskytuji volné
v hemolymf¢€, ale mohou se také vazat na vnitini organy jako je tfeba tukové télisko nebo
travici trakt (Kavanagh a Reeves, 2004). Mnozstvi hemocytu v hemolymfé se v prubéhu
zivota hmyzu méni nejen pii infekci patogennimi organismy, ale také béhem starnuti
(Bergin et al., 2003).
K aktivité hemocytl je nezbytna opsonizace mikroorganismu. Tu zajistuji, stejné jako
u savcl, komplementu podobné proteiny (Tojo et al., 2000). Po pohlceni patogenu
hemocytem dochazi k aktivaci membranovych enzymt z rodiny Nox/Duox vedouci
k tvorbé mikrobicidnich ROS do lumenu hemocytu. Ty vyuzivaji elektrony ziskané
z cytoplasmatického NAD(P)H k redukci extracelularniho O» za vzniku O;". Tento
proces je znamy jako respiracni €i oxidativni vzplanuti. Bylo zjisténo, ze v lidskych
neutrofilech je doprovazeno vznikem HCIO, coz je produkt MPO (Albrett et al., 2018).
Predpoklada se, ze v hemocytech vcel ve fagocytose hraji roli pravé Duox, jejichz
doména podobna POX vykazuje stejnou aktivitu jako MPO (Richardson et al., 2018).
Bergin et al. (2005) studovali produkci O~ v hemocytech zavijeCe voskového
(Galleria mellonella). Zjistili, ze produkce O2" a nasledna mikrobicidni aktivita byla
inhibovana inhibitorem flavoenzymu difenylenjodoniem (DPI). Analyza metodou
Western blot hemocyti s protilatkami proti lidskym gp91phox, p67phox, p47phox a rac2
ukazal pfitomnost homolognich enzymi. Nebyl ovSem nalezen protein podobny
p40phox. Tyto vyzkumy se ovSem neshoduji s pozdé&jsi genetickou analyzou, kterou
provedli Kawahara a Lambeth (2007). Ti u hmyzu nasli enzymy ortologni pouze k Nox5
a Duox1, které ovSem nemaji podjednotky popsané ve studii Bergin et al. (2005).
Richardson ef al. (2018) dale zjistili, ze produkce ROS v hemocytech vCel muze byt
stimulovana aktivatorem PKC — forbol 12-myristat 13-acetatem (PMA). To naznacuje

pritomnost PKC-dependentniho systému fagocytické oxidasy.
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Kromé fagocytosy figuruji hemocyty jesté ve dvou dilezitych imunitnich procesech —
nodulaci a enkapsulaci. K nodulaci dochazi, kdyz se vice hemocyti navaze na shluk
bakterii a obklopi je. Nodulace je dokoncena aktivaci profenoloxidasy (EC 1.10.3.2)
amelanizaci noduli, ¢imz dojde keliminaci velkého mnozstvi patogennich
mikroorganismi najednou (Lavine a Strand, 2002). Enkapsulace je reakce na vniknuti
,,velkého™ organismu (napf. prvoka, vajicek nebo larev rozto¢) do hemolymfy (Strand
a Pech, 1995). Enkapsulace muze probihat dvéma zptsoby podle fadu hmyzu — u motyla
(Lepidoptera) tento proces zajiStuje imunita bunécnd, zatimco u tadu dvouktidlych
(Diptera) ji zprostiedkovava prevazné humoralni slozka. K humoralni enkapsulaci miize
dojitbezi s hemocyty, vzdy je do ni ovSem zapojena fenoloxidasa a nasledna melanizace.
Vysledkem enkapsulace je vytvoreni tzv. kapsuly kolem patogena (Schmit a Ratcliffe,
1978; Cho a Cho, 2019).

Ayyaz et al. (2015) na octomilkach prokazali, ze hemocyty hraji roli v regeneraci
bunék traviciho traktu a udrzeni homeostazy bariérového epitelu. Hemocyty podobné
makrofagiim jsou schopny regulovat kmenové burnky traviciho traktu (ISC). Po poskozeni
tkani stfev dochazi ke shromazdéni hemocyti v misté infekce a sekreci latek, které vedou
k aktivaci ISC. Interakce mezi hemocyty a ISC dale vede k rezistenci vici patogenim,
ale u starSich vcel vede k dysplasii (poruse, pfi které Casto dojde k expanzi nezralych
bungk).

U hmyzu bylo popsano 8 typt hemocytd: prohemocyty, plasmatocyty, granularni
bunky, koagulocyty, krystalové buriky (z anglického ,crystal cells®), sferulocyty,
oenocytoidy a thrombocytoidy (Pandey a Tiwari, 2012). Jednotlivé druhy hmyzu ovSem
nemaji vSechny typy hemocyta.

Na rozdéleni a rozliSovani jednotlivych typt hemocytu vcel se védci v soucasné chvili
nemohou shodnout, hlavnim problémem je nejednotné pojmenovani nalezenych struktur.
V soucasnosti jsou proto vyvijeny referenéni markery k ureni subtypt hemocytt vcel
(Gabor et al., 2020). U larev i délnic byly v jednotlivych studiich rozliSeny razné typy
hemocytti podle histochemického znaCeni, velikosti a morfologickych znakli —
fagocytické granularni bunky, plasmatocyty, oenocytoidy, koagulocyty, binuklearni
bunky, permeabilizované buniky a prohemocyty (El-Mohandes et al., 2010; Negri et al.,
2014; Richardson et al., 2018). Jako nejabundantné&jsi typ vCelich hemocytd byly popsany
fagocytické granulocyty (Richardson et al., 2018).
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2.3.2 Role Duox v travicim traktu

Ha et al. (2005) ukazali, ze tvorba ROS je v travicim traktu octomilek prvni obrannou
reakci po infekci patogennimi bakteriemi. Zjistili, ze expozice patogennim G- bakteriim
vede k tvorbé ROS pouze enzymem Duox a ne Nox. Lee et al. (2013) dale objevili,
ze aktivita Duox v travicim traktu octomilek je stimulovana uracilem vylu€ovanym
G- bakteriemi. Hachfi ef al. (2019) prokazali, ze Duox vytvaii mikrobicidni HC1O zhruba
0,5-1,5 h po infekci patogeny (resp. vystaveni uracilu). Redoxni rovnovahu zajistuje
extracelularni CAT, ktera odbourava potencialné skodlivé zistatky H>O» v lumenu stiev.

Kromé octomilek a v¢el byly provedeny zajimavé studie také na komarech tropickych
(Aedes aegypti), kteti prenaseji prvoka Plasmodium, ktery vyvolava malarii, a virova
onemocnéni zpusobujici Zlutou zimnici nebo horeCku dengue. Pochopeni jejich
fyziologie muze vést k vyvoji u€innych prostfedkt k redukei jejich poctd nebo nemoci,
které mizou prenaset.

Oliveira et al. (2011) se vénovali piitomnosti bakterii ve stievech komart. Komensalni
bakterie totiz mizou pusobit jako antagonisté lidskych patogent, pro které jsou komafi
pouze prenaseCi. Objevili, ze ROS jsou neustale piitomné ve stievech komara krmenych
cukrem, ovSem pii krevni stravé jejich hladina ihned klesa. Dale zjistili, ze je to
zpusobené pritomnosti hemem mediované aktivace PKC, ktera tak miZze vést nejen
k aktivaci, ale i inhibic Duox. Spole¢né s krmenim krvi dochazi k expanzi bakterii
v travicim traktu. Inhibice Duox tedy ocekavané vedla k snizeni hladiny ROS a nartstu
sttevniho mikrobiomu. Absence tvorby ROS u komart vystavenych bakteriim vedla
ke snizeni rezistence k infekci, zvySeni poskozeni v travicim traktu, zméné transkripce
genu zapojenych v imunité€ a zvySeni mortality. V zavéru navrhli, Ze kontrolované snizeni
hladiny ROS ve stfevech komart je adaptaci na pfitomnost hemu. Hem je prooxidativni
molekula, kterd vznikd ve vysoké koncentraci degradaci hemoglobinu. Je schopny
reagovat s hydroperoxidy za tvorby cytotoxickych produkta a pro organismus komara je
tedy vyhodnéjsi snizit hladinu ROS, nez podstupovat zatéz v podobé oxidativniho
poskozeni lipida.

Azzouz-Olden et al. (2018) zjistili, ze v piipadé infekce v€el houbou hmyzomorkou
vceli (N. apis) dochazi stejn€ jako u octomilek k zvySeni exprese genti kodujicich Duox
a AMP. To znamen4, Ze tyto prvky imunitniho systému dobfe popsané u octomilek jsou
podstatné 1 pro vCely. Dale také pozorovali, ze tyto konzervované imunitni reakce nejsou
zavislé na kvalité stravy vcel. Je totiz znamo, ze krmeni vCel nahrazkami pylu, které jsou

nutricné méné hodnotné, zptisobuje nachylnost vcelstev k chorobam.
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Duox a jejich mikrobicidni produkt — HCIO, nemaji roli pouze v pfimé eliminaci
patogennich organismu ve stievech. Dalsi strategii obrany proti mikroblim je zrychleni
defekace, a tudiz i rychlej§i vyluCovani patogent. Timto zpusobem se zkrati doba
vystaveni potencialné Skodlivym procesim, at uz vlivem patogenu nebo imunity.
Duetal. (2016) provedli na octomilkach vyzkum, ve kterém se zaméfili
na nemikrobicidni funkce HCIO. Zkoumali evolu¢né konzervovany receptor na reaktivni
chemikalie TRPA1(A), ktery se nachazi ve stieve, a povedlo se jim prokazat jeho roli
v urychleni defekace spousténé aktivitou Duox. Spolecné s tim ukazali, ze patogenni
bakterie E. carotovora, které aktivuji Duox vyluovanim uracilu, vykazovaly vyssi
perzistenci v travicim traktu octomilek deficientnich v genu TrpAl. Zajimavé také bylo,
ze bakterie v takto postizenych jedincich prezily tvorbu HCIO ve stifevech. To potvrzuje,
ze k efektivnimu fungovani imunity a udrzeni homeostazy je tfeba provazanost mnoha
na sebe navazujicich procest. Uracilem aktivované Duox tedy eliminuji bakterie nejen
ptfimo mikrobicidni aktivitou, ale spousti také jejich vyluCovani skrz receptor citlivy
na jejich produkt — HCIO.

Chmiel et al. (2019) se zabyvali vlivem neonikotinoidovych insekticidd na imunitni
systém octomilek. Zda se totiz, ze subletalni davky téchto latek maji vliv nejen na skidce,
ale i na imunitni systém opylovact (Doublet et al., 2015). Predpoklada se, ze tak mohou
stat za ubytkem vcelstev nejen v Severni Americe. Nejpouzivanéj§i neonikotinoid
imidacloprid byl nalezen na vice nez poloving ovoce a zeleniny v USA a Cing, a také
v51% vzorki medu zcelého svéta (Mitchell et al., 2017; Lu et al., 2018).
Neonikotinoidy maji vliv na imunitni procesy ve stievech hmyzu vedouci ke snizené
obrané k patogenum. Zjistili, Ze expozice subletalnim davkam imidaclopridu vede
k narusSeni drahy IMD, konkrétné ve stievech se vyskytujiciho receptoru PGRP-LE,
a nasledn¢ ke snizeni exprese Duox. Toto naruseni regulace stfevniho mikrobiomu vedlo
ke zvySeni abundance bakterii ve stfevech. Naopak presuplementace probiotickymi

bakteriemi alespori ¢asteéné zabraruje efektu imidaclopridu.

2.3.3 Role Nox v travicim traktu

U vétsiny druhti hmyzu byl nalezen jediny gen ortologni s Nox — Nox5. V soucasnosti se
ma za to, ze je Nox5 zapojen do vyprazdiovani stiev a signalizace pfedevsim pfi obnovée
bunék. Biologickd role Nox5 v prokontraktilnich procesech travici soustavy byla

prokazana nejen na modelovém organismu — octomilkach, ale také na hmyzich skidcich
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sajicich krev z Celedi zakernicovitych (Rhodnius prolixus), kteti stejné¢ jako vcely
endogenné exprimuji NoxS5.

Ritsick et al. (2007) prokazali pasobeni Nox v regulaci kontraktilnich procest
u octomilek. Uvolnéni ROS enzymem Nox souvisi se zvySenim koncentrace Ca**, coz
vedlo ke kontrakcim hladkého svalstva v ovariich. Naopak octomilky s Nox uml¢enym
metodou RNA interference (RNAi) vykazovaly zadrzovani zralych vaji¢ek v ovariich,
zpusobené snizenymi kontrakcemi hladkého svalstva. Také se u nich rozvinula sterilita
zplisobena pravdépodobné narusenou regulaci Ca**.

Montezano et al. (2018) na modelu R. prolixus mikroskopicky prokazali, ze isoforma
Nox5 je nezbytnd ke kontrakcim hladkého svalstva ve stievech. Navic zjistili,
ze po vystaveni R. prolixus potravé dochazi ke zvySeni exprese Nox5. Naopak poumlceni
genu pro Nox5 doslo k zastaveni kontrakci svald. Pfi pouziti inhibitoru VAS2870, ktery
je specificky pro Nox1/2/4, ovSem nedoS$lo ke snizeni kontrakci. Tento inhibitor tedy
pravdépodobné neni specificky pro Nox5.

Gandara et al. (2021) na tento vyzkum navazali a zjistili, ze stfevni peristaltika je pod
ranou kontrolou nejen Nox5, ale také dalSich enzymu. V této studii se zaméfili na enzym
nachazejici se v hemolymf€ — xanthindehydrogenasu (XDH, EC 1.1.1.204), ktera je
zapojena do metabolismu ROS, a v pfipadé pfemény na xanthinoxidasu (EC 1.17.3.2)
muze vytvaret 0. Kromé toho také figuruje v metabolismu dusiku, jehoz finalnim
produktem je u hmyzu kyselina mocova. Genetické umlcovani jednoho z Nox5 a XDH
meénilo expresi druhého enzymu. Také vedlo, kromé& naruSeni peristaltiky, ke snizeni
traveni hemoglobinu, produkce vajicek a koncentrace kyseliny mocové v hemolymf€,
kterd u R. prolixus pravdépodobné¢ hraje roli v regulaci traveni krve.

Vsechny tyto procesy zahrnuji hladké svalstvo, jehoz zaklad je v mezodermu. Tento
vyvoj je u zivoCichi konzervovany. Da se tedy predpokladat, Zze procesy zptisobené Nox5
v ur¢ité mite funguji také u vcel a lidi.

latsenko et al. (2018) publikovali, ze octomilky nesouci mutovany gen pro
extracelularni receptor PGRP-SD vykazuji dysbiozu (zménu slozeni mikrobiomu)
a zkracenou délku zivotu. PGRP-SD poméaha zprostiedkovavat bakterialni PG enzymu
PGRP-LC, a takto mutované octomilky tedy nejsou schopny reagovat na ptitomnost PG
tvorbou AMP, coz vede k pfemnozeni bakterii, v€etné komensalnich rodu Lactobacillus.
Je totiz naruSena signaliza¢ni draha IMD, ktera vyznamné reguluje homeostazu traviciho
traktu. To samo o sob¢€ neni pro organismus piimo Skodlivé, laktobacily vSak produkuji

nadmiru laktatu, ktery nepifimo spousti produkci ROS v travicim traktu. Laktat je
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v enterocytech oxidovan LDH na pyruvat za vzniku NADH, které slouzi jako substrat pro
Nox. ZvySena koncentrace ROS nasledné zpusobuje dysplasii stfevniho epitelu,
ale zaroven nevede k eliminaci bakterii. Nox totiz chybi doména podobna POX, ktera by
H>02 vznikly dismutaci O2" pfeménila na mikrobicidni HCIO. Zajimavé také je, ze
laktobacily indukovaly pouze aktivitu Nox a nikoliv Duox. Je znadmo, ze Duox jsou
elicitovany bakterialnim uracilem a jejich hlavni role spociva v mikrobicidnich reakcich.
Iatsenko er al. (2018) se tedy domnivaji, ze laktobacily hraji roli v obnové bunék
stfevniho epitelu zaloZzené na oxidativnim stresu zpusobeném aktivitou Nox. Je ovSem
dulezité, aby rust laktobacila byl regulovany — zvysena exprese PGRP naopak zabranuje
dysbioze a prodluzuje délku zivota octomilek. Tento zpasob produkce ROS je
konzervovany — ma tedy velky vyznam pro pochopeni vztahu hostitel-mikrobiom nejen

u vcel, ale 1 u lidi.

2.3.4 Nox/Duox v signalizaci a obnové bunék

Obecné se ma za to, ze komensalni bakterie jsou v travicim traktu pro hostitele prospeésné.
Bylo zjisténo, ze kompetuji s patogeny a hraji roli v obnové bunék stfevniho epitelu
(Jones et al., 2013, Buchon et al., 2013). V kontrastu k patogenim se o stimulaci obnovy
stftevnich bunék symbiotickymi bakteriemi vi relativné malo. Tento efekt byl pozorovan
v podstaté jen pro G+ bakterie rodu Lactobacillus, které stimuluji produkci ROS
neptimym poskytovanim substratu pro Nox stfevnich enterocyt (Iatsenko et al., 2018).
Tyto ROS (pravdépodobné H,O») dale aktivuji ISC, ze kterych vznikaji nové enterocyty
a enteroendokrinni buiikky (Buchon et al., 2013).

Jones et al. (2013) zjistili, ze octomilky s Nox umlc¢enou metodou RNAI po inokulaci
laktobacily vykazovaly nizs§i produkci ROS. Zjistili také, ze v tvorbé ROS po této
inokulaci nehraji roli Duox. Kromé toho také doslo v reakci na ROS k navyseni replikace
DNA, coz je jeden ze znakl proliferace a obnovy bun€k, v tomto piipadé stfevniho
epitelu. Jones ef al. (2013) tedy pfedpokladaji, ze stabilni nizka koncentrace ROS funguje
jako signal pro tvorbu novych enterocytu.

Buchon et al. (2009) pozorovali, ze kromé mikrobicidni aktivity maji ROS
produkované Duox také schopnost vyvolat proliferaci ISC. Tento zptsob vSak souvisi
s poskozenim stfevniho epitelu vysokymi koncentracemi ROS, které jsou vytvoreny
vramci imunitni reakce. Indukce obnovy bunék je tedy vyvolana nepfimo
prostiednictvim odpovédi na stres. V tomto piipadé ROS reaguji se stresem aktivovanymi

kinasami JNK, které jsou schopny indukovat proproliferativni cytokiny z rodiny
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Leptin/IL-6. Tyto cytokiny posléze aktivuji signalizaci JAK/STAT (Janus kinasy/STAT
transkripCni faktor) v ISC, coz podporuje jejich rast, proliferaci a celkové zrychluje
obnovu sttevniho epitelu (Buchon et al., 2009; Jiang et al., 2009).

Dalsi predpokladané mechanismy zahrnuji moznost, ze ROS v nizké koncentraci
spoustéji proliferaci ISC piimo. Komensalni laktobacily vyvoléavaji tvorbu ROS pouze
v enzymech Nox a ne Duox, které vykazuji mikrobicidni aktivitu schopnou poskozovat
bunky. Takto vznikly H>O» nezptsobuje poskozeni stiev a pasobi jako signal pro buriky
stiev, aniz by doSlo ke spusténi stresovych a obrannych drah vedoucich k usmrceni
mikroorganismi (Jones ef al., 2013). Posledni moznost pocita stim, ze symbiotické
bakterie zptsobuji ,,zdravou* davku poskozeni stfev, ¢imz v nich stimuluji obnovu.

At uz je obnova bunék zavisla na poSkozeni nebo ne, bylo zjisténo, ze do proliferace
ISC bunék je zapojen cytokin Upd3, coz bylo potvrzeno u komensalnich i1 patogennich
mikroorganismi (Buchon et al., 2009). Rozdil mezi patogeny a symbionty je tedy,
alesponi v n€kterych procesech, spiSe v rozsahu jejich pusobeni, nez kvalitativnich
rozdilech (Patel ez al., 2013).

Dias et al. (2013) potvrdili dalsi roli Duox ve fyziologickych procesech hmyzu —
v tvrdnuti vnéj§iho vajecného obalu (,,hmyziho chorionu®). U R. prolixus prokazali
aktivitu Duox v ovariich, kde vytvoreny H20O> nésledné slouzil jako substrat pro POX,
ktera zprostifedkovala zesitovani proteint (dityrosinaci) v chorionu, coz vedlo k jeho
ztvrdnuti. To je dilezité pro zvySeni odolnosti proti poskozeni nebo vysychani embryi.

Role Duox v zesitovani proteini dityrosinaci v riznych tkani hmyzu
je pravdépodobné konzervovany proces. U komara Anopheles gambiae H>0:
produkované Duox slouZi k zesitovani proteint v peritrofické vrstvé luminalniho epitelu
stfev, coz limituje difuzi elicitori uvolnénych z mikroorganismt do hemolymfy (Kumar
et al., 2010). U octomilek bylo dale zjisténo, ze Duox pusobi v tvrdnuti kutikuly kiidel.
H,O: je totiz potiebny ke sklerotinizaci, melanizaci a zesitovani tyrosini (Anh et al.,

2011).

2.5 Prehled metod stanoveni aktivity Nox/Duox

Enzymy z rodiny Nox/Duox jsou vyznamnym zdrojem O:” a H20: jak pro redoxni
signalizaci, tak i pro oxidativni poskozeni Casto zameétené vuci patogenim. K pochopeni
téchto procest je vhodné vyuzivat latky modulujici jejich aktivitu. V souCasnosti se
k inhibici Nox/Duox stale bézné pouzivaji latky jako apocynin a DPI, ackoliv nejsou

specifické a mohou inhibovat 1 dalsi enzymy (Herb ez al., 2021). Existuje vSak také cela
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fada specifickych inhibitort Nox/Duox, které funguji in vivo i in vitro, napt. VAS2870
nebo GKT137831 (Leusen et al., 1995; Laleu et al., 2010). K identifikaci roli Nox/Duox
v téchto procesech je kromé specifickych inhibitorti vhodné pouzit také mutace genti nebo
RNAi (Murphy et al., 2022). To vSak je vSak u organismu se slozitou reproduk¢ni biologii
a genetikou jako jsou vc€ely stale pomé&rmné narocné.

Produktem aktivity Nox je O:", ktery muze byt dale pfeveden na peroxynitrit,
hydroperoxidy nebo dismutovan na H>0, coz je pfimy produkt Duox. Kvili svym
vlastnostem, jako je nizsi reaktivita a prachodnost biologickymi membranami, je H.O»
formou ROS nejvhodnéjsi k signalizaci. Muaze byt také preveden POX doménou Duox
na HCIO, ktera hraje v travicim traktu dalezitou roli v obrané proti patogentum. Z téchto
divodu se tato prace zaméfuje na metody stanoveni aktivity Nox/Duox sledovanim
produkce pravé H>O, a HCIO.

V jednoduchych systémech muze byt H O, méfen metodou oxidace fluorescencnich
sond kienovou peroxidasou (HRP, EC 1.11.1.7). Vzhledem k tomu, ze je H>O> schopny
prochazet membranami pfimo nebo pies aquaporiny, da se tato metoda vyuzit 1 k méfeni
peroxidu uvolnéného z bunék, coz je hlavni pfipad tvorby ROS ve stievech (v pfipadé
meéfeni za nativnich podminek). Nevyhodou téchto metod je moznost nespecifické
oxidace, zapojeni antioxidacnich systémui nebo mozna interference s dal§imi substraty
HRP (napft. askorbat). To mize vést k nepfesnym méfenim obzvlasté v homogenatech.
Dalsim problémem metod s HRP je interference O;", ktery mulze ve vétsi koncentraci
inaktivovat HRP. O>" vSak samovoln¢ dismutuje, popt. lze odstranéni O™ urychlit

ptidavkem SOD k reakci (Kettle et al., 1994).

2.5.1 Kvantifikace produkce ROS
Tato prace se vénuje stanoveni aktivity Nox/Duox, tedy tvorbé O>", H2O, a HCIO, dvéma
raznymi metodami — fluorimetricky a histochemicky.

Ke kvantifikaci produkce H,O, se bézn¢ vyuzivaji oxidovatelné proby v pfitomnosti
HRP. Tyto metody ovSem mizou ve frakcich tkani a riznych enzymut zapojenych
do redoxniho metabolismu Casto pfinaset neptesné a nespecifické vysledky.

V soucasnosti nejbéznéjsi a nejvice vyuzivanou sondou je pravdépodobné AmplexRed
(AR; N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin), v praktické casti této prace jej srovnavam
se starSimi  probami —  kyselinou  homovanilovou = (HVA; 3-methoxy-4-
hydroxyfenyloctova kyselina) a skopoletinem (7-hydroxy-6-methoxy-2H-1-benzopyran-

2-on). Oxidace skopoletinu vede ke snizeni fluorescence, naopak oxidace HVA a AR
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fluorescenci zvySuje — tyto metody jsou tedy obecné senzitivnéjsi. VSechny préby byly
puvodné pouzivany k méfeni aktivity Nox2 ve fagocytech, ale daji se vyuzit i k detekci
H>0, produkovaného dalsimi Nox a Duox. Nauseef (2014) uvadi, ze presna detekce H>O»
pomoci téchto metod vyzaduje pridavek SOD, protoze O>" muze reagovat s probou,
coz nasledné muaze ovlivnit reakci proby s H.O» a vést ke snizeni fluorescencniho signalu.

V pfipadé fluorimetrického stanoveni se méfi pfimo hladina urcitych ROS
v homogenatu biologického vzorku, nebo se izoluji proteiny z pozadované télni Casti
¢i tkané hmyzu. Ziskané enzymy muazou byt nasledné inkubovany s NADPH a latkami
ovliviiujicimi jejich aktivitu. Po ukonceni prvni inkubace probéhne druha s fluorescencni
probou a HRP, ktera reakci s H2O» oxiduje probu na produkt se zménénou fluorescenci,
ktera se nasledné kvantifikuje. Fluorimetrické metody jsou sice schopné presné zmefit
koncentraci ROS, av§ak aktivita Nox/Duox je takto stanovena nepfimo vyuzitim spfazené
reakce s HRP. K presnéjsi kvantifikaci tvorby ROS enzymy Nox/Duox by bylo vhodné
vyuzit metodu RNAI a nasledné namétfené hodnoty porovnat se vzorky s nenaruSenou
transkripci.

Pro specifictéjsi stanoveni aktivity Duox in vivo se také daji vyuzit histochemické
metody s vyuzitim modernich sond — v sou€asnosti je pfi praci s hmyzem vyuzivana
proba R19S, jelikoz ve stievech specificky reaguje pfimo HCIO (produkt Duox). Ziskané
vysledky se poté daji analyzovat urCenim intenzity a rozsahu zjisténé fluorescence
ve stfevech.

Dalsi bézné vyuzivanou probou vhodnou i1 k mikroskopii, kterou ale v této préci
nepouzivam, je CM-H2DCFDA. Ta muze byt oxidovana vSemi ROS (tedy i t€mi
nevyuzivanymi v imunit€), popf. jinymi redoxnimi enzymy. V piitomnosti O>™ je ovSem
nachylna k zacykleni redoxni reakce, ktera vede kuméle zvySenému vytézku
fluorescence (Kalyanaraman et al., 2012).

Jinou moderni moznosti kvantifikace ROS je HPLC analyza produkti oxidace
dihydroethidia (DHE), coz je indikator O2™ (Oliveira, 2011). DHE se da pouzit také jako

fluorimetricky substrat pro stanoveni aktivity enzymu produkujicich O;".

2.5.1.1 Metoda s AR

Oxidace AR peroxidem vodiku v pfitomnosti HRP probiha ve stechiometrii 1:1. Tato
reakce je nevratna a tvoii se pii ni rizov€ zbarveny resorufin, vykazujici specifickou
fluorescenci pii excitaCnim maximu 563 nm a emisi 587 nm (Obr. 6) (Zhou et al., 1997).

Detekce se tedy da stanovovat jak spektrometricky, tak i citlivéjsi fluorimetrickou
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metodou. U té se jako spodni hranice detekce H>O> uvadi 5 pmol, limit kvantifikace je
pak 30 pmol (Zhou et al., 1997). Vyrobce spektrofotometru Synergy HT (BioTek), ktery
byl pouzity v experimentalni Casti prace, uvadi detekcni limit 400 fmol H2O; v jedné
jamce mikrodesticky. Porovnanim nameéfenych vysledkd se standardni kfivkou
definovanych koncentraci H,O» v pfitomnosti AR a HRP je mozno vypocitat koncentrace
vzniklého H>0> (Nauseef, 2014). Hlavnimi problémy této metody jsou jeji
nekompatibilita s redukénimi Cinidly (napf. dithiotreitol, merkaptoethanol), nutnost
zachovani uzkého rozmezi pH 7-8 a predev§im fotooxidace AR vzhledem k excitaci
vinovymi délkami viditelného svétla.

V praci vychazim z metody pouzité Dias ef al. (2013), ktefi provedli méteni produkce
H>0, zprosttedkované Duox v tkanich R. prolixus. V prvnim experimentu kultivovali
tkané v Tyrodové roztoku (nahrada fyziologického prostiedi) pti 25 °C 60 min s AR
a HRP. Aktivita Duox je zavisla na pfitomnosti Ca**, vzorky byly tedy piedtim
inkubovany sionomycinem (ionofor Ca’>* — zvySuje jejich koncentraci) abez ngj,
s BAPTA/AM (chelator Ca®* - snizuje jejich koncentraci) nebo obojim po dobu 10 min
pfi 28 °C. Inhibice aktivity Duox byla dosazena inkubaci s DPI. Po inkubaci byly vzorky
zcentrifugovany a nasledné byl odebran supernatant. Fluorescence nespecifické
(nezavislé na H>O») oxidace AR byla urcena pii absenci HRP a slouzila jako blank.
Fluorescence byla méfena v mikrodestickovém spektrofotometru pii excitaci 530 nm

a emisi pfi 590 nm.

AmplexRed Resorufin
HO. -y _OH HO-_ L / 322 o
s
N N
|
" ARy HRP
L
H,0, H,0

Obr. 6: Schéma mechanismu oxidace AR na fluoreskujici resorufin po oxidaci katalyzované HRP
v pritomnosti H,O» (upraveno podle Karakuzu et al., 2019).
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Chmiel et al. (2019) vynechali prvni inkubaci slatkami ovlivilyjicimi aktivitu
Nox/Duox a rovnou kvantifikovali koncentraci H>O, v celém organismu. Nejprve
homogenizovali tfi celé octomilky v PBS pufru, poté homogenat centrifugovali
a v supernatantu méfili koncentraci H>O- relativni k mnozstvi proteini ve vzorku.

Oliveira et al. (2011) kvantifikovali koncentraci H>O; tak, ze celé Cerstvé odebrané
travici soustavy A. aegypti (vzdy po 10 organech) po promyti inkubovali ve tmé v PBS
pufru spolecné s AR a HRP. Po 30 min vzorky centrifugovali a v odebraném supernatantu

mefili fluorescenci, jako blank slouzila nespecificka oxidace AR v nepfitomnosti HRP.

2.5.1.2 Metoda HVA
Stejné jako AR, muze i HVA slouzit jako oxidovatelny substrat pro HRP za pfitomnosti
H>0». Nefluoreskujici monomery HVA oxidaci vytvafi fluorescencni dimer, ktery
vykazuje maximum excitace pii vinové délce 315 nm a emise pii 425 nm (Obr. 7).
Vyhodou této proby je excitace v UV spektru, coz vyrazné omezuje fotooxidaci a je tedy
mozné s probou pracovat pii bézném osvétleni. Dalsi vyhodou muZze byt vysoka
chemicka stabilita dimeru HVA, uvadi se vice nez 12 h (Paital, 2014). Nevyhodou metody
s HVA je mozna oxidovatelnost jinymi oxidasami a POX nez HRP, napf. metaloporfyriny
(Ci a Wang, 1991).

V této praci vychazim z protokolu zavedené¢ho Ruch ez al. (1983). Ti vyuzili metodu
s HVA pro méfeni koncentrace H>O» produkované fagocytickymi lidskymi butikami.
V protokolu vyuzili PBS puft obsahujici Ca®* a Mg?*. Produkci ROS navodili ptidavkem
PMA k 50 pl bunééné kultury, které nasledné€ 5-120 min inkubovali pti 37 °C spolecné
s 50 ul HVA a 50 pl HRP. Nasledné reakci zastavili ptfidavkem stop pufru (0,1M
glycin/NaOH s EDTA, pH 12). Krom¢ zastaveni reakce doSlo také k posunu pH

do zasadit&jsi oblasti, ve které ma dimer HVA vyssi fluorescenci.

CH,COOH CH,COOH CH,COOH
| ] I
‘ H,0, N P
O —=— 0
MeO™ MO T, = i
OH OH OH
Nefluoreskujici monomer HVA Fluoreskujici dimer HVA

Obr. 7: Schéma mechanismu oxidace monomeru HVA na fluoreskujici dimer po oxidaci
katalyzované HRP v pfitomnosti H,O» (upraveno podle Paital, 2014).
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Martyn et al. (2006) provedli méteni extracelularni produkce H2O» transfekovanych
lidskych bunéénych kultur nesoucich gen pro Nox4. Do kazdé jamky destiCky bylo
umisténo 1-3 x 10° bunék. Nasledujici den byly buiky promyty PBS pufrem a poté
do kazdé jamky pfidali 1-2 ml roztoku HVA s HRP v PBS s Ca®* a Mg®*. Nasledné byly
buriky inkubovany pii 37 °C po dobu 30-120 min. V dalSim kroku byl pfidan stop pufr
k zastaveni reakce a upravé pH. Fluorescence byla vyvolana excitaci pfi 312 nm, emise
meétena pii 420 nm.

Paital (2014) piinesl modifikaci metody s HVA. Proteiny z biologickych vzorka pred
fluorimetrickym méfenim nejprve precipitoval v 5% trichloroctové kyseling,
nasledovanou neutralizaci K>HPO4. Precipitace proteini zabranila reakcim
katalyzovanym enzymy, které jsou zapojené do redoxniho metabolismu. Po téchto

modifikacich naméfil hodnoty az 2x vyssi nez v nemodifikovanych vzorcich.

2.5.1.3 Metoda se skopoletinem

Skopoletin je rostlinny kumarin s pfirozené€ vysokou fluorescenci ve vodnych roztocich
(Obr. 8) (Pham et al., 2020). Na rozdil od ptedchozich prob se pii oxidaci skopoletinu
jeho fluorescence snizuje. V praci vychazim z protokolu zavedeném Ginabreda et al.
(2008), kteti vzorky frakci z pozadované tkané inkubovali pfi 30 °C v Na-fosfatovém
pufru (pH 7,4) obsahujicim azid sodny, EGTA, FAD a CaCl,. Reakce byla zapocata
ptidavkem NADPH do reakcni smési. Poté byly kazdych 20 min sbirany pomérné Casti
(alikvoty), které byly nasledné smichany s HCl. Tim doslo k zastaveni reakce
a odstranéni zbyvajiciho NADPH, které vykazuje fluorescenci v podobnych vinovych
délkach jako skopoletin. Skopoletin je excitovan pii 360 nm a svétlo emituje pii 460 nm.
Kwvili snizovani fluorescence pii oxidaci byly hodnoty koncentraci vzniklého H,O»
z alikvotl vypocteny odectenim z ubytku fluorescence za pritomnosti HRP ve fosfatovém
pufru (pH 7,8). Specificka aktivita byla nasledné vyjadiena na mg celkovych proteint —
nmol H>O»/h/mg proteinu.

O
= CH,4

O/ O OH

Obr. 8: Chemicky vzorec skopoletinu. Vytvofeno v programu ChemSketch.
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2.5.2 Vyuziti R19S pro histochemickou detekci HCIO

Posledni metodou detekce ROS, ktera je vyuzita v této praci je histochemicka detekce
HCIO prébou R19S. Jedna se rhodaminovy derivat, ktery reaguje s HCIO za vzniku
fluoreskujiciho produktu R19 (Obr. 9) (Chen et al., 2011). Albrett et al. (2018)
pfi testovani specifity R19S dosli k zavéru, Ze tato proba rychle reaguje 1 s dal§imi
reaktivnimi slou¢eninami obsahujicimi halogeny — napt. HBrO, bromaminy nebo HIO.
Nereaguje vSak s H>O, ani s dalS§imi zastupci ROS, coz je podstatné pro specificitu R19S
jako proby pro histochemickou detekci mikrobicidniho produktu Duox — HCIO.

Chen et al. (2016) vyuzili probu R19S pro histochemickou detekci HCIO ve stfevech
octomilek. Detekovali tedy aktivitu Duox. V prvnim kroku byly po dobu 2 h pii 25 °C
ponechany musky v prazdnych plastovych dézach bez potravy, aby doslo k vyhladovéni
a nasledné synchronizaci krmeni. Dale byly musky pfeneseny do plastovych doz
na kultivaci obsahujicich filtra¢ni papir nasakly roztokem sacharosy s Eccl5
(E. carotovora carotovora 15) pro oralni infekci. Zde byly musky 30 min pii 25 °C a poté
byly pfeneseny do dozy obsahujici filtraéni papir nasakly roztokem sacharosy s Eccl5
a R19S. Zde se krmily po dobu 1 h pfi 25 °C. Nasledné byly musky uspany CO; a poté
byla z musek odpitvana stfeva (idealné do 30 s, aby se zamezilo vysviceni fluoroforu),
ktera byla nasledné zafixovana v 4% paraformaldehydu po dobu 10 min pfi 25 °C. Kazdy
vzorek stfev byl nasledn€ promyt (2x5 min) v roztoku PBS vychlazeném na ledu.
Mikroskopické pozorovani bylo provedeno na konfokalnim mikroskopu. V pfitomnosti
HCIO se R19S méni na fluorescenc¢ni R19. Pii excitacni vinové délce 514 nm vykazuje
maximalni emisi v oblasti 530-603 nm (jako maximum se uvadi 550 nm).

Hachfi et al. (2019) zajimala ¢asova osa aktivace Duox a tvorby HCIO. Vychazeli
ze stejného protokolu, ale postupovali tak, ze vyhladovélé musky nejprve 30 min krmili
sacharosou s bakteriemi a R19S. Cast z nich poté odebrali k piipravé preparatd, a &ast
musek prenesli do dozy obsahujici pouze sacharosu s R19S. Tyto musky nasledné

odebirali co 30 min k pozorovani vyskytu HCIO v travici soustave.
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Obr. 9: Schéma mechanismu reakce nefluoreskujici proby R19S s HCIO za tvorby vysoce
fluoreskujici R19 (upraveno podle Chen et al., 2016).
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3 Experimentalni Cast
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Acros (Thermo Fisher Scientific, USA): difenylenjodonium  chlorid,
ethylendiamintetraoctova kyselina, nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Lachema (Ceska republika): hydroxid draselny, hydroxid sodny.

Lach-Ner (Ceska republika): dimethylsulfoxid, ethanol, formaldehyd, chlorid draselny,
chlorid hotecnaty, chlorid sodny, kyselina fosfore¢na, kyselina octova, peroxid vodiku.
Penta (Ceska republika): dihydrogenfosforenan draselny, chlorid vapenaty, kyselina
chlorovodikova

Serva (Némecko): kienova peroxidasa.

Sigma-Aldrich (Némecko): acetonitril, dihydrat fosforecnanu disodného, glycin,
homovanilova kyselina, chlorid vapenaty, hovézi sérovy albumin, methylviologen
dichlorid hydrat (paraquat), skopoletin, superoxiddismutasa (z hovézich erythrocyti),
uracil.

Synchem OHG (Némecko): AmplexRed

Syntézu R19S proved] doc. RNDr. Miroslav Soural, Ph.D. z Katedry organické chemie
PiF UPOL.

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr InoLab pH level1(Inolab, Némecko)

Digitalni predvazky (Radwag®, Polsko)

Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)

Epifluorescencni mikroskop Axio Imager M2 (Carl Zeiss, Némecko)
Homogenizator Retsch MM 400 (Retsch, Polsko)

Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Inkubacni lazen Dry Bath Incubator (Major Science, USA)

Inkubovana tfepacka TS-100 (BioSan, LotyS$sko)

Konfokalni mikroskop LSM 710, Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Némecko)
Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
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Mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

Stereomikroskop binokularni (Bel Engineering, Italie)

Stolni Ultracentrifuga Himac CS150NX (Hitachi, Japonsko)

Vortex mixer (Stuart, UK)

3.1.3 Biologicky material

Vcely medonosné pouzivané k experimentim pochazely ze soukromych chovi prof.

Mgr. Marka Petiivalského, Dr. a Mgr. Jifiho Danihlika, Ph.D..

3.1.4 Priprava zasobnich roztoku

K fluorimetrickému stanoveni koncentrace H»O» v biologickych vzorcich byly

pfipraveny nasledujici roztoky:

Zasobni S0mM K-fosfatovy pufr (pH 7,0): bylo smichano 6,15 ml 1M K2HPO4
a 3,85 ml 1M KH,PO, a doplnéno ddH>O do objemu 200 ml a upraveno na pH 7;
Zasobni PBS pufr (pH 7,4): bylo smichano 1,6 g NaCl, 40 mg KCI, 386 mg
Na;HPO42H>0 a 49 mg KH:POs4 a doplnéno ddH>O do objemu 200 ml
a upraveno na pH 7.4;

Stop pufr (0,1M glycin/NaOH + EDTA, pH 12): bylo smichano 0,7507 g glycinu
$ 0,93 g disodné soli EDTA a doplnéno ddH>O do objemu 100 ml a upraveno
NaOH na pH 12;

HRP (20 U-ml™): navazka 0,2 mg HRP (aktivita 1000 U-ml™") byla rozpusténa
v 10 ml PBS, ¢ast rozpipetovana na alikvoty po 200 pul a zamrazena pti -20 °C;
Zasobni roztok H20:2: byl pfipraven postupnym fedénim koncentrovaného
8800mM H»0> zéasobnim K-fosfatovym nebo PBS pufrem (v zavislosti
na metodé) na koncentraci 200 mM, ze které byly pfipraveny standardy;

10mM AR: 1,3 mg AR bylo rozpusténo v 0,5 ml DMSO, rozpipetovano
na alikvoty po 60 ul a zamrazeno pii -20 °C;

2mM HVA: 0,73 mg bylo rozpusténo ve 2 ml PBS pufru;

4mM skopoletin: 0,768 mg bylo rozpusténo v 1 ml DMSO;

SmM NADPH: 0,83 mg tetrasodné soli NADPH bylo rozpusténo v 0,2 ml
ddH:O0;

SOD (500 U-ml"): navazka 0,17 mg SOD (aktivita 30000 U-ml ") byla rozpusténa
v 10 ml PBS, rozpipetovano na alikvoty po 50 pl a zamrazeno pii -20 °C;

1mM DPI: 0,31 mg bylo rozpusténo v 1 ml ddH>O.
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K histochemickému stanoveni aktivity Duox v travicich soustavach vcel byly ptipraveny
nasledujici roztoky:
- Zasobni PBS pufr (viz vyse);
- Fixacni roztok (4% formaldehyd v PBS pufru): 10,8 ml 37% formaldehydu bylo
doplnéno PBS pufrem na 100 ml;
- 1mM R19S: 0,43 mg bylo rozpusténo v 1 ml 100% acetonitrilu;
- 1mM DPI (viz vyse);
- 10mM uracil: 1,12 mg bylo rozpusténo v 1 ml ddH,O;
- Lipopolysacharidy 300 pg-ml! (LPS z Escherichia coli): 300 pg bylo
rozpusténo v 1 ml ddH>O;

- 2,5mM PQ: 0,64 mg bylo rozpusténo v 1 ml ddH»O.
3.2 Metody

3.2.1 Pirechovani vcel a jejich expozice elicitorim
Vsechny vcely pouzité k experimentim byly prechovavany ve specialné upraveném
inkubatoru v plastovych klickdch pii 37 °C. Vcely byly krmeny 50% sacharosou
z plastovych injekenich stfikacek pfipevnénych do klicek.

Pro fluorimetrickd meéfeni koncentrace H>O» byly pouzity letni vcely vylihnuté
v laboratofi o definovaném stafi 1-2, 2-3 a 4-5d. V piipadé ovlivnéni elicitory byly
do sacharosy piidany LPS o finalnich koncentracich 15, 30 a 60 pg'ml' a PQ
o koncentracich 25 a 50 mM. Je znamo, ze LPS spousti imunitni reakci, nevi se vSak,
jestli1 tvorbu ROS; PQ je naopak znamy induktor oxidativniho stresu. Veely, kterym byly
podavany LPS, byly odebirany po 24 a 48 h od zacatku krmeni sacharosou s LPS.
Vzhledem k nedostatku 4-5d vcel byly pro toto stafi ustanoveny pouze dvé skupiny —
kontrolni a vystavena LPS o koncentraci 30 pg-ml™'. V&ely krmené sacharosou s PQ byly
odebirany po 2,4 a 8 h. Pro experiment s PQ byly pouzity pouze v¢ely staré 1-2 d. Krmeni
s LPS a PQ bylo po celou dobu dostupné v klickach. V kazdém Casovém bod¢ byly vcely
v klicce uspany vystavenim CO: po dobu 1-2 min acca 20 vcel bylo odebrano

a zamrazeno v tekutém dusiku.

3.2.2 Priprava vzorki ze vcel pro fluorimetricka méreni
Ze skupiny imunitné neovlivnénych vcel pouzivanych pro optimalizaci a srovnani
fluorimetrickych metod (v€etné vzorkl pouzitych k ultracentrifugaci) byl pouzivan pouze

zaludek se stfevem bez vykalového vacku (Obr. 10). Pro nésledujici experiment srovnani
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koncentrace H20> ve v€elach krmenych LPS a PQ byly pouzity celé travici soustavy.
Izolace travici soustavy se provadi pinzetou ,,vytazenim“ posledniho ¢lanku zadecku
i s jeho obsahem. Dale pouzivané tkané byly poté zvazeny a rozetfeny v tfeci misce
ulozené na ledu. V prubéhu tfeni byl do misky pfidan pufr ve dvojnasobném mnozstvi
(ml) k hmotnosti v¢el (g). Nasledné bylo pipetou odebrano co nejvét§i mnozstvi uvolnéné
tekutiny do jednotlivych mikrozkumavek. Poté byly vzorky dvakrat centrifugovany
po dobu 10 min pfi 16000 RCF a 4 °C, pro druhou centrifugaci byl pouzit supernatant
z prvni. Po druhé centrifugaci byl odebran supernatant, ktery slouzil jako biologicky
vzorek. Pripravené homogenaty byly béhem nasledujici prace uchovavany na ledu a mezi

meéfenimi v mrazaku pii -20 °C.
Hltan

\ Medné 3
b Strevo
volatko

- »
b

Zaludek

Malpighiho trubice

Obr. 10: Fotografie pouzité casti travici soustavy (bez vykalového vacku) pozorované
binokularnim stereomikroskopem. Oranzové zbarveni ve stieve je zpusobené pylem.
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3.2.3 Priprava vzorku k ultracentrifugaci

Ke srovnani méfeni aktivit Nox/Duox slouzila i frakce membranovych proteint ziskana
ultracentrifugaci. Z imunitné neovlivnénych vcel bylo vypreparovano 0,5 g zaludkt se
sttevy. Ty byly nasledné promyty v PBS pufru a rozdéleny do 2ml mikrozkumavek
Eppendorf po 0,25 g. V prabéhu prace byly biologické vzorky po celou dobu uchovavany
na ledu nebo v chlazenych pfistrojich. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 ml
vychlazeného PBS pufru a cca 10 homogenizacnich sklenénych kuli¢ek. Nasledné byly
vzorky 5 min homogenizovany v homogenizatoru Retsch MM 400 pii 4 °C. Poté byly
ponechany cca 20 min odstat na ledu za obcasného promichani na tfepacce. Nasledné
byly vzorky centrifugovany pifi 10000 RCF po pfi 4 °C po dobu 45 min. Supernatant byl
prenesen do ultracentrifugacni kyvety a kyvety byly vyvazeny na setiny g. Poté byly
vzorky centrifugovany v stolni ultracentrifuze Himac CS150NX pii 203000 RCF a 4 °C
po dobu 60 min pro separaci membranové frakce. Supernatant byl odstranén a pelet
(membranové proteiny) rozsuspendovan v 200 pl vychlazeného PBS pufru. V takto
pfipravenych vzorcich byl nasledné stanoven obsah proteini a enzymova aktivita

Nox/Duox.

3.2.4 Stanoveni celkového obsahu proteina Bradfordovou metodou

Ke stanoveni obsahu proteint v biologickych vzorcich byla pouzita modifikovana metoda
s meéfenim absorbance pti 590 a 450 nm podle Zora a Selingera (1996), ktera linearizuje
nameéfené hodnoty. Méfenim pouze pii 590 nm se muze stat, ze pii vyssich koncentracich

proteind dochazi ke zplosténi kalibracni primky.

3.2.4.1 Priprava pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla

Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue byl pfipraven pfedem na Katedfe biochemie
rozpusténim 50 mg Coomasie Brilliant Blue G250 v 25 ml 100% methanolu, 50 ml
85% H3PO4 a doplnén ddH>O na 100 ml. Pracovni roztok Bradfordova cinidla byl
pfipraven naslednym naredénim zasobniho roztoku Coomasie Brilliant Blue v poméru

1:4 s ddH20.

3.2.4.2 Priprava standardu hovéziho sérového albuminu (BSA)
Nejprve byl pfichystan zasobni roztok rozpusténim BSA v ddH>O do koncentrace
2000 pg-ml!. Naslednym fedénim zn& byla piipravena kalibragni fada standardd

o koncentracich 1-5-10-25-50-75-100-250-500-1000 pg-ml"'.
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3.2.4.3 Postup méreni absorbance

Vzdy do 3 jamek 96jamkové prihledné mikrodestiCky bylo postupné pipetovano 45 pul
ddH20, 5 pl blanku (ddH20), standardu nebo biologického vzorku a 200 pl pracovniho
roztoku Bradfordova Cinidla. Vzhledem k vysoké absorbanci byly biologické vzorky pred
meéfenim 10x zfedény ddH»O. Po napipetovani jednotlivych roztoki byla desticka mirné
protiepana pro promichani vzorkii a ponechana v klidu cca 10 min, beéhem kterych se
vyvijelo zbarveni. Pfipadné bubliny vzniklé pfi pipetovani byly pifed samotnym méfenim
odstranény propichnutim Spendlikem. Nasledné byla zméfena absorbance pii 590
a 450 nm na mikrodestickovém spektrofotometru PowerWave XS. Primér ze vSech
3 jamek (triplikat) slouzil jako 1 méfeni. Déale byl sestaven kalibrac¢ni graf zavislosti
podilu hodnot ziskanych z poméru absorbanci pii 590/450 nm (osa y) na koncentraci
standardu (osa x). Grafem byla prolozena linearni regrese a vypocitana rovnice kalibracni
pfimky. Z kalibracni rovnice a zméfené absorbance byla nasledné spocitana koncentrace
proteinii v jednotlivych biologickych wvzorcich, pomoci fediciho faktoru pak byla

vypocitana celkova koncentrace proteinti v daném vzorku.

3.2.5 Fluorimetricka kvantifikace H202

V experimentalni Casti prace byly srovnavany 3 fluorescencni proby (AR, HVA
a skopoletin) vyuzivané ke stanoveni koncentrace H>O> ve vzorcich metodou spiazené
enzymové reakce s HRP. Pii srovnavani jednotlivych prob byly provedeny 2 po sobé
nasledujici reakce — nejprve inkubace homogenatu s latkami ovliviiujicimi aktivitu
Nox/Duox a nasledné reakce HRP s probou pro stanoveni koncentrace H>O> ve vzorku.
Reakce s probou a HRP byla provedena i zvlast' (bez inkubace) pro zisténi nativni

koncentrace H>O, ve vzorcich.

3.2.5.1 Priprava standardia H20: pro kalibraé¢ni kiivky fluorimetrickych metod

K fluorimetrickym meéfenim obvykle sta¢i mensi koncentrace H2O., jelikoz jsou tyto
metody velmi citlivé — napt. metodu s AR, pfi niz se tvoii rizove zbarveny fluoreskujici
resorufin, l1ze vyhodnotit také mefenim absorbance, ovSem citlivost je zhruba o dva rfady
niz8§i. Ze zasobniho 100uM roztoku H>O> tak byly pro vSechny proby pfipraveny
standardy pro kalibra¢ni kiivku v rozsahu koncentraci 0,1-0,5-0,75-1-2,5-5-10 uM.

3.2.5.2 Reakce ovliviiujici aktivitu Nox/Duox
Jako biologicky material pfi srovnavani prob byl pouzit homogenat z zaludka a stiev

imunitné¢ neovlivnénych zimnich v€el o nedefinovaném stafi. Tkané byly pred
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zamrazenim v tekutém dusiku promyty v PBS pufru. Homogenat s PBS pufrem a latkami
ovliviiujicimi  aktivitu Nox/Duox byl inkubovan v mikrozkumavce Eppendorf
v inkubované tiepacce po dobu 30 min pii 30 °C a 300 RPM v celkovém objemu 2 ml.
Inkubace byla provedena bez a s pfidavkem substratu Nox/Duox — NADPH o finalni
koncentraci 0,2 mM. V dalSich provedenych reakcich byly k biologickému vzorku
krom& NADPH dale piidavany také DPI (finalni koncentrace 0,05 mM) nebo SOD
(finalni aktivita 5 U-ml'). Celkové tedy bylo v mikrozkumavce 50 pl biologického
vzorku (pfi zfedéni 40x), 1870 ul PBS pufru a 80 ul SmM NADPH. V pfipadé¢ piidani
SOD nebo DPI bylo pfidano 20 pl SOD (aktivita 500 U-ml') a 100 pl 1mM DPIL. V téchto
ptipadech byl objem PBS pufru mensi o objem pridanych latek. V pfipad€ nutnosti fedit
biologicky vzorek bylo analogicky pfidano mensi mnozstvi vzorku a vét§i mnozstvi
pufru. Kromeé kontroly s DPI byly dale pouzity vzorky denaturované 10 min pii 95 °C
pted i po inkubaci. Po 30 min byly mikrozkumavky s reakéni smési pfeneseny na led pro
zpomaleni reakce pfed nasledujici reakci s probou a HRP. Pro srovnéni byla koncentrace
H>0> ve vzorku meéfena i v neinkubovanych vzorcich. Aktivita Nox/Duox vzorku
proteini membranové frakce ziskané z ultracentrifugace byla stanovena stejnym

zpusobem. Vzorky vcel ovlivnénych LPS a PQ byly inkubovany pouze s NADPH.

3.2.5.3 Stanoveni H202 metodami s AR, HVA a skopoletinem

Pro samotnou reakci proby s HRP za ptitomnosti H>O> bylo bylo do 3 jamek 96jamkové
cerné mikrodesticky pipetovano vzdy 50 ul biologického vzorku, standardu nebo blanku.
V dalsim kroku bylo k biologickym vzorkiim nebo standardim napipetovano 50 pl
reakéniho &inidla. Jedna se o roztok HRP o aktivité 20 U-ml! a fluorescenéni proby.
Vzhledem ke srovnévani a optimalizaci metod byla zvolena stejna hodnota aktivity HRP,
v tomto piipade nejvyssi vyhledana v literatufe (udavana v protokolu Ruch et al., 1983).
Finalni koncentrace AR byla 50 uM, HVA 100 uM a skopoletinu 2 uM (Tab. 1). Pro
jednu 96jamkovou desticku je potfeba 5 ml reak¢niho ¢inidla — zasobni roztok 10mM AR
byl fedén 100x, 2mM HVA 10x a 4mM skopoletin 1000x v roztoku HRP. Z divodu velké
spotfeby HRP a vyuziti pouze metody s AR byl pro méfeni vzorkt ovlivnénych PQ a LPS
pouzit roztok HRP o finalni aktivité 1 U-ml"! (hodnota publikovana v Dias et al., 2013),
adekvatné k nému byla pfipravena kalibra¢ni pfimka. Jako blank slouzil pfi méfeni standardu
zasobni pufr, k biologickym vzorkiim pak byla pfidana pouze proba bez HRP — méfena
fluorescence je tedy zplisobena nespecifickou oxidaci proby. Vzorky se poté nechaly

inkubovat 10 min ve tmé pii laboratorni teploté, v této reakci dochéazi k oxidaci
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fluorescencnich prob. Ke skopoletinu bylo po 10 min pfiddino 20 pl stop pufru
pro posunuti pH do zasadité oblasti, ve které fluoreskuje. Pro nasledné meéfeni
fluorescence byl pouzit spektrofotometr Synergy HT. Na pocitaci byla v programu GEN5
nastavena citlivost a excitacni a emisni vinové délky. Hodnota citlivosti méfeni byla pro
kazdou probu nastavena automaticky podle fluorescence standardu s nejvyssi koncentraci
H>0, a byla pouzita pro vSechna nasledujici méefeni.

Pro metodu s AR byla excitace nastavena na 560 nm a emise na 587 nm. Fluoreskujici
resorufin vSak vétsina praci stanovuje mefenim fluorescence pfi excitaci 530 nm a emisi
590 nm. Excitatni maximum resorufinu se ale udava pii 563 nm, bylo tedy ovéfeno
i excitaCni spektrum — jako vzorek byl pouzit 1uM standard H>O». Koncentrace dimert
HVA byla méfena pii excitaéni vinové délce 312 nm a emisi 420 nm. Ubytek fluorescence
skopoletinu byl méfen excitaci vinovou délkou 360 nm a emisi v 460 nm.

Ziskané hodnoty fluorescence (RFU) ve 3 jamkach byly zpramérovany, triplikat
slouzil jako 1 technické opakovani (n). Ziskana fluorescence byla prepocitana z rovnice
linearni regrese kalibracni pifimky na koncentraci H>O> a vynésobena faktorem fedéni
na celkovou hodnotu. Vysledné hodnoty koncentrace H,O» byly vztazeny na ug proteinu
z hlediska rozdilnych koncentraci proteini v jednotlivych biologickych vzorcich.
Aktivita Nox/Duox poté byla vypocitana jako rozdil koncentrace H>O stanoveného
specifickou a nespecifickou (bez HRP) oxidaci proby na pg proteinu za jednotku casu
(30 min).

Data byla zpracovana v programu MS Excel a statistika vyhodnocena v programu

Statistica.

Tab. 1: Srovnani excitacnich a emisnich vinovych délek, aktivity HRP, koncentrace prob a pouZiti
stop pufru v reakci HRP s jednotlivymi fluorescencnimi probami — AR, HVA a skopoletinem.

Préba Finalni aktivita Finalni koncentrace

(ex.-em.) HRP (U-ml?) proby (M) Stop pufr (ul)
AR
(560-587 nm) 10 50 -
HVA
(312-420 nm) 10 100 -
Skopoletin 10 5 2041

(360-460 nm)
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3.2.6 Histochemicka detekce HCIO metodou s R19S
Syntézu a purifikaci proby R19S, ktera je specificka pro HCIO, provedl doc. RNDr.
Miroslav Soural, Ph.D. z Katedry organické chemie podle protokolu publikovaného Chen
et al. (2016).

Zalévaci protizhaSeci médium pro mikroskopii bylo pfipraveno predem na Katedie
biotechnologii rozpusténim 100 mg parafenylendiaminu v 100 ul DMSO. Poté bylo
pfidano 10 ml 1M Tris pufru (pH 8,8) a po promichani bylo pfidano 90 ml

100% glycerolu. Zalévaci médium bylo skladovano ve tmé pii -20 °C.

3.2.6.1 Ovéreni fluorescencnich vlastnosti R19S

Absence fluorescence R19S a naopak fluorescence R19 byla ovérena v pfitomnosti
NaClO z produktu SAVO. Zasobni 1mM roztok R19S byl nejdiive 100x ziedén ve vode,
K-fosfatovém a PBS pufru. Do 3 jamek 96jamkové cerné mikrodesticky bylo poté
napipetovano 50 pul 10uM R19S a 50 pl 25mM NaClO (zfedéno ve stejném roztoku jako
R19S). Fluorescence byla métfena pii excitaéni vinové délce 515 nm a emisi 545 nm
na spektrofotometru Synergy HT. Citlivost méfeni byla nastavena na 75. Kvili moznosti
nastaveni emisniho spektra pfi naslednych mikroskopickych pozorovanich bylo

stanoveno také celé excitacni spektrum R19.

3.2.6.2 Priprava vzorku pro histochemickou detekci HCIO
Byly pouzity vc€ely vylihnuté v laboratofi o stafi cca 1-2 d, aby se co nejvic zamezilo
pfitomnosti pylu v travici soustave. Proba R19S byla vyzkousena 2 riznymi zptsoby —
inkubaci zaludka a stfev v roztoku R19S in vitro a krmenim vcel 50% sacharosou s R19S.
V ptipadé inkubace Casti travicich soustav vCel s R19S byly Cerstvé vypreparované
travici soustavy zbaveny vykalového vacku. Vzdy 3 zaludky se stfevem byly poté
preneseny do 1 ml PBS pufru. Pufr bez R19S slouzil jako negativni kontrola. Do dalSich
mikrozkumavek byla dale pfidana R19S o finalni koncentraci 20 uM a latky ovliviiujici
aktivitu Duox — induktor uracil a inhibitor DPI (o findlnich koncentracich 1 mM
a 0,1 mM). Dale byl piidan imunitni elicitor LPS o finalni koncentraci 30 pug-ml’!
a induktor oxidativniho stresu PQ o finalni koncentraci 25 uM. Vzorky inkubované pouze
s R19S slouzily jako tzv. ,mock™ (mokrd) kontrola. Tato inkubace probihala 1 h
za laboratorni teploty. Poté byly zaludky a stfeva preneseny do fixa¢niho roztoku na
50 min a poté dvakrat promyty v PBS pufru po dobu 5 min. VSechny inkubace probihaly

ve tme, aby se zamezilo vysviceni fluoroforu.

38



V piipadé krmeni byly vcely preneseny do klicky obsahujici stfikacku s 50%
sacharosou s 20uM R19S. Takto byly vcely krmeny cca 24 h, aby byla zajisténa
pfitomnost R19S v travici soustaveé. Poté byla ¢ast vCel ru¢n€é krmena z pipety 5 ul
50% sacharosy s R19S a 1mM uracilem pro indukci aktivity Duox a ponechéna 1 h pred
odbérem travicich soustav. Nasledné byly zaludky a stfeva preneseny do fixacniho
roztoku na 50 minut pii laboratorni teploté a dvakrat promyty v PBS pufru po dobu 5 min

(vSe opét ve tmé).

3.2.6.3 Mikroskopicka pozorovani

Promyté vzorky zaludkti a stfev byly preneseny do zalévaciho protizhaseciho média
na podlozni sklicko, které bylo na krajich polepené dvéma vrstvami oboustranné lepici
pasky nebo parafilmu, aby po piilozeni kryciho sklicka vznikla , komurka®.

Pfi samotném mikroskopickém pozorovani byla snimana jak oblast viditelného svétla,
tak i1 fluorescence vzorku. ZvétSeni objektivu bylo 5x nebo 10x z davodu velikosti
vzorkt. Na epifluorescenénim mikroskopu byla nastavena excitace pii 475 nm, protoze
byl nejblize excitatnimu maximu R19 (515 nm). Byla pouzita barevna kamera, takze
fluorescencni kanal ukazoval ,,realny* obraz. Pfi pozorovani na konfokalnim mikroskopu
(CLSM) byla nastavena excitace pii 488 nm a filtr pro emisi na 520-580 nm, z diivodu
cernobilé kamery byla veskeré fluorescenci pfifazena zelena barva. Pii pozorovani vSech
vzorkti bylo zachovano stejné nastaveni mikroskopu. V softwaru Zeiss ZEN byly
pii nasledujici upravé snimkt nastaveny u vSech obrazkl stejné parametry kontrastu

(pomér zobrazené Cerné a bilé barvy).
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4 Vysledky

Experimentalni Cast prace se zabyvala srovnanim 3 fluorescencnich prob bézné
pouzivanych pro stanoveni koncentrace H>O: v biologickych vzorcich — AR, HVA
a skopoletinu. Dale byly optimalizovany metody vyuzivajici jednotlivé proby. Jednotlivé
metody byly vyzkouSeny pfi meéfeni aktivity Nox/Duox v homogenatech travicich
soustav v¢el medonosnych pii pouziti latek ovliviyjicich aktivitu Nox/Duox (NADPH,
DPI) nebo koncentraci ROS (SOD). Produkce H>O> v téchto vzorcich byla srovnana
s hladinou H>O, nameétfenou v pfimo v homogenatech travicich soustav bez inkubace.
Déle byla vybrana nejvhodnéjsi proba (AR), kterou byla zméfena koncentrace H>O»
a aktivita Nox/Duox ve vzorcich v¢el ovlivnénych LPS a PQ. Byla také zavedena
histochemicka proba R19S specifickd na HCIO (produkt Duox v travici soustavé hmyzu).
Mikroskopicky byla srovndna fluorescence ve stievech vcel inkubovanych s R19S
invitro a vCel krmenych sacharosou s R19S. Kinkubaci byly také pridany latky
ovliviiujici Duox, imunitni nebo oxidativni reakce — uracil, LPS, PQ a DPI. Pripravené

vzorky byly pozorovany CLSM a epifluorescen¢nim mikroskopem.
4.1 Sledovani vlivu testovanych latek na celkovou koncentraci proteinu

4.1.1 Urceni kalibracni primky pro stanoveni proteini Bradfordovou metodou
Z namétenych hodnot zavislosti poméru absorbanci pifi 590/450 nm na koncentraci
jednotlivych standardit BSA byla vypoctena linearni regresi kalibracni pfimka (Obr. 11).

Do grafu je zanesen vzdy jeden technicky triplikat (pramér hodnot stejného standardu

ve 3 jamkach).
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Obr. 11: Kalibraé¢ni pfimka stanoveni koncentrace proteint Bradfordovou metodou.
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4.1.2 Stanoveni koncentrace proteinu biologickych vzorku

V nezifedénych biologickych vzorcich byly naméfené hodnoty absorbanci vyssi nez
hodnoty v kalibracni kiivce. Biologické vzorky byly proto pred métenim zfedény ddH-O,
nejvhodnéjsi faktor fedéni byl 10. Nameétené hodnoty biologickych vzorka byly nejprve
zpramérovany — prumér triplikatu byl bran jako jedno technické opakovani. Nasledné
byly zprimérovany i jednotliva technicka opakovani a ze ziskanych hodnot byla nasledné
vypoctena koncentrace proteind. Vysledky pak byly vynasobeny faktorem fedéni
na realné hodnoty (Tab. 2). Nejvyssi koncentrace byly naméfeny v homogenatu z zaludku
a stfev a membranové frakci z zaludkl a stfev. Hlavni divod je absence vykalového
vacku, ktery v sobé ma vétSinu obsahu travici soustavy. U dalSich vzorkd, kde byl
vykalovy vacek zachovan, byly naméfeny nizsi koncentrace proteinii pravé z divodu
nafedéni izolovanych proteini obsahem travici soustavy. Z Tab. 2 vyplyva, ze
koncentrace naméfenych proteint se po delsim vystaveni PQ snizovala (vCetné kontroly,
vcely tedy napf. kvuli stresu z manipulace mohly prestat pfijimat potravu). Naméfena
koncentrace proteind u vCel vystavenych LPS po dobu 48 h byla naopak vyssi nez
u skupiny vystavenych LPS po dobu 24 h. Ruzné koncentrace LPS nevykazuji vliv na
skupiny razné starych vcel. Nejvyssi rozdil byl pozorovan u skupiny 1-2d vcel
po vystaveni LPS po dobu 24 h. U kontrolni skupiny byla naméfena mnohem nizsi

koncentrace proteint.

Tab. 2: Vypoctena koncentrace proteinu v jednotlivych biologickych vzorcich s uvedenymi
smérodatnymi odchylkami a poctem technickych opakovani (n).

Biologicky vzorek Koncentrace proteint (ug-ml')
Homogenat z zaludku a stfev 4202 £439 (n=9)
Membranova frakce z zaludku a stfev 5246 + 267 (n=6)
Véely vystavené PQ (n=8-9)
2 h kontrola 1551 £ 358
2 h 25mM 1690 + 158
2 h 50mM 1635 £ 348
4 h kontrola 2432 £ 296
4 h 25mM 1274 £ 98
4 h 50mM 1202 £ 136
8 h kontrola 940 + 83
8 h 25mM 1064 £ 124
8 h 50mM 1209 £ 266
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Tab. 2: Vypoctena koncentrace proteinu v jednotlivych biologickych vzorcich s uvedenymi
smérodatnymi odchylkami a poc¢tem technickych opakovani (n). (pokracovani)

Biologicky vzorek Koncentrace proteint (ug-ml')
Vely vystavené LPS po dobu 24 h (n=8-9)
1-2 d star¢ véely kontrola 1057 £ 161
1-2 d staré véely 15 pg-ml! 1843 + 149
1-2 d staré véely 30 pg-ml! 2908 + 391
1-2 d staré véely 60 pg-ml! 2888 £ 264
2-3 d staré véely kontrola 1668 + 176
2-3 d star¢ véely 15 pg-ml! 1375 £ 159
2-3 d staré véely 30 pg-ml! 1405 + 147
2-3 d staré v¢ely 60 pg-ml-! 1406 + 127
4-5 d star¢ vcely kontrola 1482+ 114
4-5 d staré véely 30 ug-ml’! 1475 £ 186
Vely vystavené LPS po dobu 48 h (n=8-9)
1-2 d star¢ véely kontrola 2375 £ 456
1-2 d staré véely 15 pg-ml! 2250 £ 402
1-2 d staré véely 30 pg-ml! 2866 + 392
1-2 d staré véely 60 pg-ml! 3185 +384
2-3 d staré véely kontrola 2022 +282
2-3 d star¢ véely 15 pg-ml! 1778 +£267
2-3 d star¢ véely 30 pg-ml! 1886 +278
2-3 d staré v¢ely 60 pg-ml! 1914 £322
4-5 d star¢ vcely kontrola 1685 + 243
4-5 d staré véely 30 ug-ml’! 2164 £ 138 (n=4)

4.2 Stanoveni obsahu H>O: fluorimetrickou metodou s AR

Citlivost fotondsobiCe destiCkového fluorimetru byla nastavena automaticky podle
hodnoty fluorescence nejvyssiho standardu H,O» (10 uM). Program GENS vyhodnotil
nejlepsi citlivost na S = 81. Tato hodnota byla pouzivana u vSech dal§ich méfeni metodou
s AR. V pfipadé, ze biologické vzorky vykazovaly fluorescenci vyssi nez detekéni limit
fluorimetru, byly vzorky pted pfistim opakovani vice zfedény. V praci je obcas uvedena
zkratka RFU, jedna se o relativni fluorescenc¢ni jednotku — fluorescenci danou nastavenim
fluorimetru a fluoroforem v konkrétnim vzorku (ve stejném vzorku by meéla byt

v idedlnim pfipadé vzdy stejnd).

4.2.1 Urceni excitacniho a emisniho spektra resorufinu

Excitatni maximum resorufinu se uvadi pfi 563 nm. VétSina protokolt vyuZzivajicich
metodu s AR k stanoveni koncentrace H>O2 vyuziva excitacni vinovou délku pii 530 nm,
pravdépodobné z divodu omezeni piekryvu fluorescence. Excitacni a emisni spektrum

fluorescence resorufinu tak bylo zméfeno na fluorimetru (Obr. 12).
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Obr. 12: Excita¢ni (modfe) a emisni (oranzov€) spektrum resorufinu ziskané reakci 1uM
standardu H>O s reakéni smési HRP o aktivit¢ 10 U-ml!' a 50uM AR. Hodnoty reprezentuji
1 technicky triplikat.

4.2.2 Urceni kalibraéni primky

Z hodnot zavislosti fluorescence na koncentraci jednotlivych standardi H>O» pfi excitaci
a emisi 560/587 nm byly vypocteny linearni regresi kalibra¢ni pfimky (Obr. 13 a 14).
Kalibra¢ni piimky byly pfipraveny pro 2 rozdilné aktivity HRP — 20 a 0,4 U-ml™.
Kalibracni ptimka s vyssi aktivitou HRP byla pouzita pfi srovnani prob a stanoveni
aktivity Nox/Duox v kontrolnim vzorku (Obr. 13). Kalibra¢ni pfimka s nizsi aktivitou
HRP byla pouzita pii stanoveni koncentrace H-O> ve vzorcich ovlivnénych LPS a PQ
(Obr. 14). Z Obr. 13 a 14 je patrné, ze rozdil v aktivit¢ HRP nema pfi pouziti standarda

na nameétenou fluorescenci vliv (nameétfené hodnoty jsou témér identické).
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Obr. 13: Kalibracni pifimka stanoveni koncentrace H»O, metodou s AR pii vyssi aktivit¢ HRP
(20 U-ml"). Hodnoty reprezentuji 1 technicky triplikat.
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Obr. 14: Kalibra¢ni pfimka stanoveni koncentrace H>O, metodou s AR pii nizsi aktivit¢ HRP
(0,4 U-ml™"). Hodnoty reprezentuji 1 technicky triplikat.

4.2.3 Stanoveni aktivity Nox/Duox

Aktivita Nox/Duox byva bézné stanovena jako rozdil v koncentraci ROS (nejcastéji
H>0») pfitomnych ve vzorku bez a za ptitomnosti NADPH vytvorenych za jednotku ¢asu.
Obvykle se také pocita rozdil mezi nespecifickou (bez pritomnosti HRP) a specifickou
(za ptitomnosti HRP) oxidaci fluorescencni proby. V této praci srovnavam nameétené
koncentrace H,O; jeste za dalSich parametrti — bez inkubace, po ptidavku SOD, inhibitoru

DPI nebo pted a po denaturaci (Tab. 3).

Tab. 3: Srovnani naméfenych koncentraci H>O» vztazenych na pg proteini v homogenatu
z zaludki a stfev pfi jednotlivych parametrech reakce a rozdil mezi specifickou a nespecifickou
oxidaci AR.

Nespecificka oxidace  Specificka oxidace

Parametr (nmol HO,-pg! (nmol HO,-pg! Rozdil
proteinii) proteinti)
Bez inkubace 1,48 4,90 (n=10) 3,42 £ 0,26
Bez inkubace se SOD 1,19 1,59 (n=10) 0,40 £ 0,13
Inkubace bez NADPH 0,75 1,59 (n=10) 0,84 + 0,08
Inkubace s NADPH 0,75 2,59 (n=10) 1,84 £0,12
Inkubace bez NADPH se SOD 0,34 0,44 (n=5) 0,10 £ 0,03
Inkubace s NADPH se SOD 0,39 0,70 (n=5) 0,31 +£0,02
Inkubace s NADPH po 0,03 2,82 (n=5) 2,79 % 0,04
denaturaci
Inkubace s NADI”H pred 0,03 100 (n=5) 0.97 + 0,05
denaturaci
Inkubace s NADPH a DPI 0,02 0,14 (n=5) 0,12+0.,01
Inkubace s NADPH a DPI po 0.04 2.89 (n=6) 2,85+ 0,10
denaturaci
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Z Tab. 3 vyplyva, ze nejvyssi naméfena koncentrace H»>O» byla ve vzorku bez
inkubace bez pfidani SOD (3,42 + 0,26 umol H,O>-mg"! proteintl). Nejblize se této
hodnoté blizily vzorky inkubované s biologickym vzorkem po denaturaci. To by mohlo
znamenat, ze kromé tvorby ROS enzymy Nox/Duox, jsou béhem inkubace aktivni také
antioxidacni systémy. Vystaveni reakéni smési po inkubaci teploté 95 °C po dobu 10 min
(¢imz by mélo dojit k denaturaci proteinti) také vedla ke snizeni nespecifické oxidace AR
— tato proba je tedy oxidovatelna také jinymi enzymy nez HRP, a pravé denaturace pied
reakci s HRP tomu brani. Rozdil mezi naméfenymi hodnotami H»O> u vzorku
inkubovanych s a bez NADPH byl cca 1 pmol HyO, mg™! proteint. Byl také potvrzen
inhibicni efekt DPI, kdy naméfena koncentrace H2O: byla asi 14x nizsi nez pfi inkubaci
s NADPH bez inhibitoru. Zajimavé také je, ze inkubace s DPI vedla k témét nulové
nespecifické oxidaci. DPI je nespecificky inhibitor flavoenzymt — je tedy mozné, Ze
prave tyto enzymy oxiduji AR. Inkubace se SOD vedla piekvapivé k niz§im naméfenym
hodnotam H>O» jak ve skupin€ nespecifické, tak i specifické oxidace. Jeden z moznych
divodu je zvySeni rychlosti pfemény vytvoreného O, na H»O», ktery tak mohl byt
v homogenatu rychleji odbouran CAT.

Dale byla koncentrace H2O> méfena v membranové frakci ziskané ultracentrifugaci
(Tab. 4). Frakce by méla obsahovat Nox/Duox a mensi mnozstvi proteint, které by mohly
interferovat s tvorenymi ROS nebo enzymy pouzitymi v reakcich. Naméfené hodnoty
H20: na ng proteint vSak byly nizs$i nez v homogenatu. To by potvrzovalo, ze Cast
(v ptipadé homogenatu vétSina) naméfeného H»>O; je pfitomnd uz ve vzorku a béhem
inkubace ho rozkladaji antioxida¢ni enzymy (viz Tab. 4 — Inkubace bez NADPH). Ani
po inkubaci s NADPH vsak nebyla naméfena vyssi hodnota nez pfi stejném parametru
v homogenatu. Pravdépodobné vysvétleni by mohla byt ztrata enzyma Nox/Duox béhem
ultracentrifugace. Stejné jako v homogenatu byly pfi inkubaci naméfeny nejvySsi

hodnoty namétené ve vzorcich po denaturaci.
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Tab. 4: Srovnani naméfenych koncentraci H>O; vztaZzenych na pg proteintii v membranové frakci
zaludkt a stfev pfi jednotlivych parametrech reakce a rozdil mezi specifickou a nespecifickou
oxidaci AR.

Nespecificka oxidace Specificka oxidace

Parametr (uM H,0;-ng! (uM H,0;-ng! Rozdil
proteinti) proteinti)

Inkubace bez NADPH 1,81 1,71 (n=10) -0,10+ 0,06

Inkubace s NADPH 1,73 2,31 (n=10) 0,58 + 0,09

Inkubace s NADPH se SOD 1,17 1,78 (n=10) 0,61 0,08

Inkubace s NADPH po 0,06 1,55 (n=2) 1,49 + 0,02
denaturaci

Inkubace s NADPH a DPI po 0,02 139 (n=11) 137 4 0,05
denaturaci

4.2.4 Srovnani vlivu aktivity HRP v reak¢nim ¢inidlu na namérené hodnoty
fluorescence

Pro validaci dal§iho vyuzivani reak¢éniho Cinidla s nizsi aktivitou HRP byl proveden
experiment kvantifikace fluorescence biologického vzorku bez inkubace (Obr. 15). Jako
kontrola slouzil biologicky vzorek s AR bez proby, specificka oxidace AR byla méfena
HRP o aktivitach 0,4 a 20 U-ml™'. Z Obr. 15 plyne, Ze je fluorescence vzorku po reakci

s HRP o rozdilnych aktivitach téméf totozna také v homogenatu.
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Obr. 15: Srovnani fluorescence biologického vzorku bez pouziti HRP a s pouzitim HRP s nizsi
avyssi aktivitou (0,4 a 20 U-ml'). Chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku
jednotlivych méfeni (n=2, tzn. z 6 jamek).
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4.3 Stanoveni obsahu H>O: fluorimetrickou metodou s HVA
Analogicky k predeslé metodé s AR byla i u metody s HVA urcena citlivost fotonasobice
podle fluorescence standardu s nejvyssi koncentraci H>O>. Pro vSechna métreni s HVA

tak byla pouzivana automaticky nastavena citlivost 109.

4.3.1 Urceni kalibraéni primky
Analogicky k metodé s AR byla i pro metodu s HVA ur¢ena kalibra¢ni pfimka. Z hodnot
zavislosti fluorescence na koncentraci jednotlivych standardd H»O» pfi excitaci a emisi

312/420 nm byla vypoctena linearni regresi kalibracni pfimka (Obr. 16).
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Obr. 16: Kalibracni pfimka stanoveni koncentrace H,O, metodou s HVA. Hodnoty reprezentuji
1 technicky triplikat.

4.3.2 Stanoveni aktivity Nox/Duox

Aktivita byla stanovovana jako pti pfedchozi metodé s AR. Na rozdil od metody s AR
byla pfi vyuziti metody s HVA namétena vysoka nespecifickd oxidace (Tab. 5). HVA je
tedy méné specificky substrat HRP. Zajimavé je také to, ze u metody stanoveni
koncentrace H,O» s HVA byla pozorovana specificka oxidace vzorkl bez inkubace nizsi
nez téch po inkubaci. Nejvyssi koncentrace H2O» zjisténé rozdilem nespecifické a
specifické oxidace vykazovaly opét vzorek po a pred denaturaci. Vzhledem k vysokym
hodnotam nespecifické oxidace HVA byla tato metoda vyhodnocena jako nevhodna pro

stanoveni koncentrace H>O a aktivity Nox/Duox v homogenatech z tkani.
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Tab. 5: Srovnani naméfenych koncentraci H,O, vztazenych na pg proteinti v homogenatu
z zaludku a stfev pii jednotlivych parametrech reakce a rozdil mezi specifickou a nespecifickou
oxidaci HVA.

Nespecificka oxidace  Specificka oxidace

Parametr (uM H,0;-ng! (uM H,0;-ng! Rozdil
proteinii) proteinti)
Bez inkubace 0,29 0,29 (n=10) 0
Bez inkubace se SOD 0,27 0,43 (n=10) 0,16 £ 0,02
Inkubace bez NADPH 0,40 0,42 (n=10) 0,02 +£0,01
Inkubace s NADPH 1,56 1,58 (n=10) 0,02 + 0,08
Inkubace bez NADPH se SOD 0,40 0,40 (n=5) 0
Inkubace s NADPH se SOD 1,47 1,48 (n=5) 0,01 +£0,03
Inkubace s NADI”H pred 0.80 375 (n=5) 2.95 + 0,07
denaturaci
Inkubace s NADPH a DPI 0,85 0,90 (n=5) 0,05+ 0,01
Inkubace s NADPH a DPI po 3,69 5.39 (n=6) 1,70 + 0,12
denaturaci

4.4 Stanoveni obsahu H>O: fluorimetrickou metodou se skopoletinem

4.4.1 Urceni kalibraéni primky

Stejné jako u predchozich metod byla i pro metodu se skopoletinem urcena kalibracni

pfimka. Hodnoty zavislosti fluorescence na koncentraci jednotlivych standardi H20:

pfi excitaci a emisi 360/460 nm byly vyneseny do grafu (Obr. 17). Ten je vSak

hyperbolicky a pro linearizaci tedy byl vynechan standard s nejvyssi koncentraci H,O»

(10 uM). Standard s nejnizs§i koncentraci H»>O> (0,1 puM) navic vykazoval vySsi

koncentraci nez blank, 1 kdyz by se oxidaci skopoletinu za pfitomnosti H2O> a HRP méla

snizit fluorescence. Kalibracni pifimka bez téchto hodnot tedy byla vypoctena linearni

regresi (Obr. 18). Z Obr. 17 je jasné, Ze skopoletin rychle ztraci fluorescenci, ktera je pri

koncentracich H>O; nad 5 uM nulova.
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Obr. 17: Standardy v puvodnim rozsahu koncentraci H,O» vykazuji pfi metod¢ se skopoletinem
hyperbolické rozlozeni. Hodnoty reprezentuji 1 technicky triplikat.
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Obr. 18: Kalibra¢ni pfimka stanoveni koncentrace H>O» metodou se skopoletinem. Hodnoty
reprezentuji 1 technicky triplikat.

4.4.2 Stanoveni aktivity Nox/Duox

Pfi testovani metody se skopoletinem byly vSechny hodnoty fluorescence vyssi nez
hodnoty, ze kterych byla vytvorena kalibra¢ni pfimka (Tab. 6). Nebylo tedy mozné
prevést naméfenou fluorescenci na koncentraci H>O». Ve vétsiné€ piipadi byla navic
specificka oxidace skopoletinu vyssi nez nespecificka, jedinou vyjimkou bylo provedeni
denaturace po inkubaci s NADPH. I tak v§ak byly naméfené hodnoty mimo kalibracni
ptfimku. Metoda tak byla povazovana za nevhodnou pro tento typ méfeni a od meéteni

s dal§imi parametry bylo upusténo.
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Tab. 6: Srovnani naméfenych fluorescenci v homogenatu z zaludkl a stfev pfi jednotlivych
parametrech reakce a rozdil mezi specifickou a nespecifickou oxidaci skopoletinu.

Parametr Nespecificka Specificka oxidace
oxidace (RFU) (RFU)

Bez inkubace 45006 48067 (n=10)
Inkubace bez NADPH 46099 53130 (n=10)
Inkubace s NADPH 51065 57104 (n=10)
Inkubace bez NADPH se SOD 53367 58695 (n=5)
Inkubace s NADPH se SOD 56774 58032 (n=5)
Inkubace s NADPH pred denaturaci 51097 38466 (n=5)
Inkubace s NADPH a DPI 52945 56236 (n=5)

4.5 Stanoveni koncentrace H,O: ve v€elach ovlivnénych LPS a PQ

K srovnavani koncentraci H>O: v travicich soustavach veel ovlivnénych LPS a PQ byla
pouzita pouze metoda s AR, kterda byla vyhodnocena jako nejlep§i pro meéfeni
v homogenatu ztkani. Ve vSech skupindch byla zméfena koncentrace H>0>
v homogenatech bez inkubace s NADPH a po inkubaci s NADPH — méfteni ,,aktivity*
Nox/Duox (Obr. 19-21). Jako vysledna koncentrace H>O> byl pouzit rozdil nespecifické
a specifické oxidace AR, ktery byl dale vztazen na ug proteint ve vzorku. Jako statisticky
test byla pouzita ANOVA s Bonferroniho korekci. ANOVA byla pouzita ke srovnani
vlivu koncentrace testované latky na namérené hodnoty vuci kontrole. Bonferroniho
procedura se pouziva ke korekci falesn€ pozitivnich vysledkl, byla zvolena vzhledem
k poctu technickych opakovani do 10.

Po expozici v¢el PQ doslo ve pfi méfeni bez inkubace s NADPH k signifikantnimu
zvySeni koncentrace H>O2 pouze po 2 h od expozice u skupiny, které byl podavan 25mM
PQ (cca 2x vyssi nez kontrola) (Obr. 19A). Vyssi koncentrace PQ nevedla ke zvySeni
hladiny H>O». Po 4 a 8 h od zacatku expozice vcel PQ nedoslo k signifikantni zméné
koncentrace H20:. Po 4 h vSak u vSech vzorku klesla hladina H>O2 na polovinu. Méfeni
aktivity Nox/Duox, ktera byla zjis§t ovana inkubaci vzorkd s NADPH, naopak ukazalo, ze
po 4 h doslo ke zmén¢ aktivity Nox/Duox u vzorkl ovlivnénych 50mM PQ (Obr. 19B).
Zvyseni aktivity bylo pozorovano i po 8 h, konkrétné u skupiny vystavené 25mM PQ
(Obr. 19B).

Pti stanoveni hladiny H,O, ve vzorcich vcel vystavenych LPS po dobu 24 h doslo u
nejmladsich vcel (1-2 d) ksignifikantnimu snizeni koncentrace H>O» u skupiny
inokulované LPS o koncentraci 30 pg-ml™! (Obr. 20A). U vé&el starych 2-3 d byla obecné
hladina H>O> cca 1,5x vyS$si nez u vcel starych 1-2 d. Vyznamné byla opét snizena

u skupiny vystavené LPS o koncentraci 30 pg-ml™' (Obr. 20A). Hladina H,O, naméfena
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u vcel starych 4-5 d se pohybovala mezi koncentraci naméfenou u 1-2d a 2-3d vcel
a po vystaveni LPS nebyla vyznamné zménéna (Obr. 20A). Naopak méfeni aktivity
Nox/Duox vedlo k signifikantné zvySenym koncentracim H>O> oproti kontrolam u vSech
razné starych skupin vcel i koncentraci LPS (Obr. 20B). Naméfené koncentrace H2O:
u kontrol byly zhruba stejné jako u vzorki neinkubovanych s NADPH, ale hladiny H,O»
ve vzorcich inkubovanych s NADPH byly zvysené oproti koncentracim ve vzorcich bez
inkubace.

Podobny trend u neinkubovanych vzorki vcel vystavenych LPS byl pozorovan
i po 48 h od zacatku experimentu (Obr. 21A). U 2-3d vcel byla naméfena hladina H,O»
cca 1,5x zvySena oproti v€elam starym 1-2 d. Koncentrace H>O» vcel starych 4-5 d byla
opét n€kde uprosted piedchozich dvou skupin. Jediny signifikantni rozdil bylo zvySeni
hladiny H,O, u 2-3d véel vystavenych LPS o koncentraci 30 pg-ml”' (Obr. 21A).
Stanoveni hladiny H>O, u vzorkti v¢el inkubovanych s NADPH ukazalo signifikantni
zvySeni ve skuping 1-2d starych véel opét u skupiny vystavené 30 pg-ml!' LPS
(Obr. 21B). Aktivita Nox/Duox vcel starych 2-3 d po 48h vystaveni LPS vedla
k signifikantnimu zvySeni hladiny H,O» pfi vSech koncentracich tohoto imunitniho
elicitoru. Namétené koncentrace H2O2 byly cca 1,5x vyssi nez u vzorkl stejné skupiny
neinkubovanych s NADPH (Obr. 21). Naopak aktivita Nox/Duox vcel starych 4-5 d
nebyla u vcel vystavenych LPS nijak zvySena.
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Obr. 19: Vliv podani PQ po dobu 2, 4 a 8 h na naméfené koncentrace H,O, na pg proteinu
ve vzorcich travicich soustav 1-2d véel. A — bez inkubace s NADPH (n=8-9); B — po 30min
inkubaci s 0,2mM NADPH (n=3-4). Vysvétleni symboli: ¢ - kontrola; « - 25mM PQ; « - 50mM
PQ; ¢em¢ usecky reprezentuji prumérné hodnoty. Statisticka vyznamnost byla vzdy stanovena
vuci kontrole daného ¢asového useku a v pripad€ p < 0,05 byla oznacena *.
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Obr. 20: Vliv podani LPS po dobu 24 h na naméfené koncentrace H>O, na pg proteinti ve vzorcich
véel starych 1-2, 2-3 a 4-5 d. A — bez inkubace s NADPH (n=8-9); B — po 30min inkubaci

s 0,2 mM NADPH (n=3-4). Vysvétleni symbolu: ¢ - kontrola;

- 15 pg'ml! LPS; - - 30 ug'ml!

LPS; - - 60 ug-ml! LPS; ¢erné usecky reprezentuji prumérné hodnoty. Statisticka vyznamnost
byla vZdy stanovena vuci kontrole dan¢ho ¢asového useku a v pripadé p < 0,05 byla oznacena *.
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Obr. 21: Vliv podani LPS po dobu 48 h na naméfené koncentrace H>O» na pg proteinu ve vzorcich
véel starych 1-2, 2-3 a 4-5 d. A — bez inkubace s NADPH (n=8-9); B — po 30min inkubaci
s 0,2mM NADPH (n=3-4). Vysvétleni symbolu: * - kontrola; * - 15 ug-ml! LPS; « - 30 ug-ml!
LPS; - - 60 ug-ml! LPS; ¢erné usecky reprezentuji prumérné hodnoty. Statisticka vyznamnost
byla vZdy stanovena vuci kontrole dan¢ho ¢asového useku a v pripadé p < 0,05 byla oznacena *.

4.6 Histochemicka analyza aktivity Duox s detekci HCIO

4.6.1 Testovani fluorescencni sondy R19S

Prvnim krokem pied mikroskopickym pozorovanim bylo ovéreni fluorescence R19, coz
je produkt reakce R19S s CIO". Z Obr. 22 je ziejmé, ze bez ptitomnosti CIO™ nedoslo
k fluorescenci, protoze nevznikalo R19. R19S tak samo o sobé zadnou fluorescenci
nevykazuje. Nejvyssi fluorescenci vykazoval zasobni roztok R19S ziedény ve vodég,

zhruba polovicni v pak v PBS pufru a zadnou v K-fosfatovém pufru. Pro inkubaci vzorku
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sttev s R19S byl tedy zvolen PBS pufr (kvuli lep§imu zachovani fyziologického
prostiedi).

Vzhledem k absenci excita¢niho laseru v oblasti kolem 515 nm, ktera je v literatufe
uvadeéna jako excitatni maximum R19, byla testovana emisni spektra R19 pfi excitaci
vinovymi délkami dostupnych lasert (475 a 488 nm) (Obr. 23). Bylo potvrzeno excitacni
maximum pii 515 nm a emisni maximum pii cca 550 nm, které je u excitaci pfi

475 a 488 nm vyrazn€ niz§i nez pii 515 nm (Obr. 22 a 23).

120000
100000
80000
w 60000
40000
20000
O —— — ———
Voda Voda+ PBS pufr PBS pufr K- K-
NaClO + NaClo fosfatovyfosfatovy
pufr pufr +
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Obr. 22: Fluorescence 10uM R19S ve vodé, PBS a K-fosfatovém pufru bez a s pfidanim 25mM
NaClO. Excitacni a emisni vlnové délky byly 515 a 545 nm. Chybové usecky reprezentuji
smérodatnou odchylku v technickém triplikatu.
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Obr. 23: Excitacni a emisni spektra R19 (10uM R19S ve vodé po pfidani 25mM NaClO).
Excitacni spektrum je znazoméno modre, Sedé emisni spektrum pii excitaci 488 nm, oranzové
emisni spektrum pfi excitaci 475 nm a Zlut¢ emisni spektrum R19S bez NaClO pii excitaci
488 nm.
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4.6.2 Mikroskopicka pozorovani s vyuzitim R19S

Mikroskopicka pozorovani fluorescence ve stfevech vcel byla provedena na dvou
skupinach — vcelach krmenych R19S a stfev inkubovanych s R19S in vitro. V ptipadé
krmeni bylo v¢elam po dobu 24 h podavano 20uM R19S v 50% sacharose (mock
kontrola) a 1 h pfed odebranim stfev také s pfidavkem 1mM uracilu (induktor aktivity
Duox). Druhou skupinu tvofila odebrana stfev byla 1 h inkubovana v PBS pufru
obsahujicim 20uM R19S a dalsi latky (ImM uracil, 30 pg-ml™' LPS, 25uM PQ a 0,ImM
DPI. Jednotlivé vzorky byly ve stejny den pro srovnani pozorovany CLSM

a epifluorescenénim mikroskopem.

4.6.2.1 Vcely krmené R19S

V ptipadé krmeni vCel sacharosou obsahujici R19S byl nejvyssi fluorescencéni signal dle
o¢ekavani ve skupiné s pridavkem uracilu (Obr. 24 a 25). Uracil spousti aktivaci Duox,
a tedy i tvorbu HCIO v lumenu stiev. HCIO pak pfimo reaguje s R19S, které je v travici
soustaveé pritomné z krmeni, za tvorby vysoce fluoreskujici R19. U kontrolni a mock
skupiny nebyl pozorovan tak silny fluorescencni signal, vétSina fluorescence pochéazela
z pylovych zrn, popf. metabolitl v travici soustavé. Ve skupinach, kde bylo pfitomné
R19S, vykazovaly ptitomnost fluorescence také Malpighiho trubice a vzdusnice (patrné

u snimku mock skupiny z CLSM).
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Obr. 24: Stieva vcel ze skupiny krmené 50% sacharosou (kontrola), 20uM R19S v 50% sacharose
(mock) a R19S s pridavkem ImM uracilu 1 h pred fixaci. Snimky byly pofizené CLSM excitaci
pii 488 nm, emisni oblast byla nastavena na 520-580 nm, méfitko = 100 pm.
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Obr. 25: Stieva vcel ze skupiny krmené 50% sacharosou (kontrola), 20uM R19S v 50% sacharose
(mock) a R19S spfidavkem ImM wuracilu 1 h prfed fixaci. Snimky byly pofizené
epifluorescenénim mikroskopem excitaci pfi 475 nm, méfitko = 200 pm.

4.6.2.2 Strreva véel inkubovana s R19S

Fluorescence stiev v€el inkubovanych s R19S byla u vzorkt inkubovanych s uracilem
oproti skupiné krmené R19S méné vyrazna (Obr. 26 a 27). Neda se fict, ze by tyto vzorky
vykazovaly stejny vzor fluorescence jako stfeva v¢el pfimo krmenych R19S s pfidavkem
uracilu. Ani pfidavek LPS, PQ nebo DPI nevedl k signifikantné vys$S§im hodnotam
fluorescence. Ta je ve stfevech pravdépodobné zpusobena Sumem nebo piimym
signalem pylu, ten vtéchto vzorcich také vykazuje nejvyssi fluorescenci
(viz Obr. 26 — kontrola). Zajimava je také pfitomnost Cervené fluorescence, ktera byla
pozorovana epifluorescenénim mikroskopem (Obr. 27 — vzorky s R19S). Tento vzor
podél epitelu by odpovidal slabému signalu fluorescence pozorovaném CLSM — veskery
signal pozorovany CLSM byl pocitacoveé pieveden na zelenou barvu (Obr. 26 — vzorky

s R19S).
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Obr. 26: Stieva véel ze skupiny inkubované 1 h v PBS pufru (kontrola), PBS pufru s 20uM R19S
(mock), PBS pufru s 20uM R19S a ImM uracilem, 30 pg-ml! LPS, 25uM PQ a 0,1mM DPI.
Snimky byly pofizené CLSM excitaci pfi 488 nm, emisni oblast byla nastavena na 520-580 nm,
mgefitko = 100 um.
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Obr. 27: Stieva véel ze skupiny inkubované 1 h v PBS pufru (kontrola), PBS pufru s 20uM R19S
(mock), PBS pufru s 20uM R19S a 1mM uracilem, 30 pg-ml! LPS, 25uM PQ a 0,ImM DPI.
Snimky byly pofizen¢ epifluorescenénim mikroskopem excitaci pii 475 nm, méfitko =200 pum.
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5 Diskuze

Vyhodnoceni aktivity Nox/Duox a koncentrace H>O» je komplexni ukol z pohledu
navrzeni experimenty, tak i analyzy vysledkd. Hned prvnim problémem muZzou byt
rozdilné koncentrace proteini u jednotlivych skupin véel. Vzhledem ke vztaZeni
koncentrace naméfeného H>O» na obsah proteinii ve vzorcich je presna koncentrace
proteint klicova k validnim vysledkim. U jednotlivych skupin véel v§ak byly namétené
rozdilné koncentrace proteint, nejvetsi podil na tom ma uz samotny typ vzork — travici
soustavy. Obvyklym postupem pii méfeni parametri v zadeCku vcel je vyjmuti travici
soustavy pred homogenizaci, coz v této praci nebylo mozné, jelikoz se prave v travici
soustave nachazi cilové enzymy. Kazda vcela tak méla jinak naplnénou travici soustavu
potravou, coz se projevilo na naméfené koncentraci proteini (mélo by se to ovSem
zprumérovat pii pouziti vétsiho mnozstvi véel). Pyl ma navic vysoky obsah proteind, coz
muze interferovat s Bradfordovou metodou. V¢ely maji navic vyvinuté socialni chovani
a Casto se stava, ze z ruznych divodi pfestanou piijimat potravu, nebo ji zadrzuji. Dal§im
divodem mohly byt rozdily vzniklé pfi homogenizaci. V rizné dny byly naméfeny
poméme vysoké rozdily pii kvantifikaci proteini. Hlavnim divodem bylo nafedéni
mensiho objemu vzorku pfed méfenim a neuplna homogenita vzorku.

Pii srovnavani fluorescencnich prob byla nejdilezité€jsi vlastnosti specificita —
oxidovatelnost idealné pouze HRP, a ne svétlem ¢i jinymi oxidoreduktasami ve vzorku.
Ze tii pouzivanych fluorescennich prob pouzivanych ve sprazené reakci s HRP byly pro
méfeni ve vzorcich homogenatl vCel dvé nevhodné — HVA a skopoletin. Ty byly
v minulosti pouzivany pro meéfeni extracelularn€ uvolnénych ROS v bunéénych
kulturach (prevazné lidskych fagocytl). Nejslibnéjsi vysledky byly u experimentd
s denaturaci vzorkd, kdy byl nameéfeny rozdil mezi nespecifickou a specifickou oxidaci
vSech prob nejvyssi. Tyto vysledky jsou analogické k Paital (2014), ktery pred méfenim
s HVA a HRP precipitoval proteiny v homogenatu kyselinou trichloroctovou. Dosahl
vyssich namétenych koncentraci H>O:. Bylo by tedy vhodné srovnat denaturaci proteina
s jejich precipitaci napt. pii dalSich méfeni s AR.

Mezi dal§i vyznamny problém metody se skopoletinem je shoda excitacniho
a emisniho spektra se substratem Nox/Duox — NADPH (excitace pii 340 + 30 nm a emise
460 £+ 50 nm). Ginabreda et al. (2008) tento problém fesili pfidavkem HCI k odstranéni
zbyvajiciho NADPH. Tato optimalizace byla vyzkousena a vedla ke snizeni fluorescence,

coz ale pfi metodé se skopoletinem znamena vysSi koncentraci H>O2 a interpretace

61



vysledku se tedy jesté ztizila. Kromé toho piidavek HCI vede ke drastickému snizeni pH
(z pH 7,5 na 2,3), ptidavek stop pufru poté pH vzorku vrati na cca pH 9,6, coz je oblast
druhého excita¢niho maxima skopoletinu pfi 380 nm (Pham er al., 2020). Pokusy
s pridanim HCI k zastaveni reakci u AR a HVA vedly k nekonzistentnim vysledkiim. Bez
stop pufru doslo k drastickému snizeni fluorescencniho vytézku, po pifidani stop pufru
pak k vysoké a zdanlivé nahodné variabilité vysledk. Tato zjisténi se shoduji
s informacemi uvadénymi Invitrogenem — AR a resorufin jsou stabilni v uzkém rozmezi
pH 7-8 a pii pH vyssim nez 8,5 je AR vysoce nestabilni.

Vysledky této prace se dale neshoduji s Mishin er al. (2020), ktefi uvadéji, ze
ptitomnost SOD pii reakci s AR a HRP vede k vyssim naméfenym koncentracim H2Ox.
Jejich méfeni vSak byla provedena v Cistych kulturach jaternich mikrosomu, kde O™
vytvoreny interakci NADPH a HRP (avSak pouze za vysokych koncentraci), byl
inhibovan praveé ptritomnosti SOD, aniz by doslo k ovlivnéni enzymu produkujicich H>O».

Naopak Votyakova a Reynolds (2004) uvadéji, ze ptfitomnost SOD a CAT v reakénich
smésich interferuje s oxidaci AR. To by vysvétlovalo nizsi namérené koncentrace HO»
ve vzorcich se SOD. Bylo by tedy vhodné provést po inkubaci jesté denaturacni reakci.
Zjistili bychom tak, jestli SOD ve vzorku brani oxidaci AR a zarover, jestli jeho
ptritomnost v reakci zvysuje hladinu H>O> (02" vyprodukovany Nox by byl preveden
na H>O»).

Variabilita nékterych vysledki méfeni koncentrace H2O> vc€el inokulovanych LPS
a PQ metodou s AR muze byt kromé chyb pii pipetovani vysvétlena vystaveni AR svétlu
a vzduchu. Zhao et al. (2012) uvadgji nachylnost AR k fotooxidaci, ktera muze vést
k mensi citlivosti metody.

Co se tyCe vcel inokulovanych PQ a LPS - starsi vCely (2-5 d) vykazovaly oproti
mladsim vcelam (1-2 d) vyssi hodnoty koncentrace H>O: v travici soustavé. Mohlo by to
souviset s tim, ze enzymy Nox/Duox jsou u nich aktivni, zatimco antioxidacni systémy
jsou syntetizovany pozdéji. Dale by zvySovani aktivity Nox/Duox u vcel vystavenych
LPS mohlo naznaCovat spusténi IMD drahy, ktera vede k syntéze Duox. Kaneko et al.
(2004) ovsem u octomilek zaznamenali opak, vystaveni LPS nevede ke spusténi IMD
drahy (narozdil od vystaveni PG). Naopak bylo potvrzeno, ze PQ u vcel navozuje
oxidativni stres, na ktery organismus reaguje syntézou antioxidacnich enzymu (Koji¢
et al., 2019). Oxidativni stres muze byt dale alespori ¢asteCné neutralizovan piitomnosti

pylu v travici soustavé (De Mattos et al., 2018). Pylova zrna ovSem obsahuji vlastni
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enzymy z rodiny Nox/Duox (Csillag et al., 2010). Bylo by tedy vhodné zjistit, jakym
zpusobem muze pyl interferovat pii méfenich.

Oliveira et al. (2011) navrhli, ze kontrolované snizeni hladiny ROS v travicich
soustavach komaru je adaptaci na pritomnost hemu. Hem je prooxidativni molekula, ktera
vznikd ve vysoké koncentraci degradaci hemoglobinu. Je schopny reagovat
s hydroperoxidy za tvorby cytotoxickych produktii a pro organismus je tedy vyhodnéjsi
snizit hladinu ROS nez podstupovat zat€z v podobé oxidativniho poskozeni lipida.
Vzhledem k tomu, ze pyl kromé neutralizace PQ také vykazuje prooxidativni aktivitu,
by bylo zajimavé zjistit, jestli maji v€ely podobny mechanismus po poziti pylu (Csillag
etal.,2010).

Déle by bylo vhodné porovnat efekt klasického PQ s tzv. MitoPQ. Normalni PQ
vytvati O2” v chloroplastech rostlin za pfitomnosti svétla a pro zivocichy je toxicky,
vytvati také napt. nekyslikové radikaly (Williams et al., 2016). Naopak MitoPQ vytvari
ROS specificky v mitochondriich.

Kromé stanoveni koncentrace H>O; a aktivity Nox/Duox by tedy bylo vhodné provést
meéfeni zmén genové exprese Nox/Duox a antioxidacnich enzyma metodou gPCR a jejich
abundanci metodou Western blot.

Sacharosa s PQ a LPS byla v¢elam dostupna po celou dobu experimentu (az 48 h),
bylo by ale zajimavé provést 1 jednorazové krmeni a sledovat pfipadnou zménu v tvorbé
ROS v kratkém casovém useku po inokulaci. Naopak by bylo vhodné provést
i dlouhodobgjsi expozici riznym elicitorim (nejen PQ a LPS) a sledovat parametry jako
umrtnost v¢el, markery oxidativniho poskozeni a antioxidacni aktivity.

Pro vyzkum vcel jsou octomilky dobrym modelovym organismem vzhledem
k ortologii mnoha genti zapojenych do imunity a signalizace. Problém muze nastat
pfi srovnavani imunitnich procest ve stfevech, ktera jsou u obou druhti jinak
organizovana a obydlena jinym typem bakterii. Prvnim z rozdilu je 1 odlisna terminologie
— zatimco u octomilek znamena , midgut” stfedni stfevo, u v¢el se pod timto pojmem
oznacuje zaludek. To znacné ztézuje srovnani lokalizace Duox (potazmo HCIO metodou
s R19S) v travici soustavé, ktera je navic u octomilek podstatné mensi a bez
fluoreskujiciho pylu. Tato prace je tedy zaméfena predev§im na oblast stieva vcel, které
je pro mikroskopii nejvhodnéjsi. Podafilo se dosahnout stejnych vysledkd, jaké prokazali
Lee et al. (2013), Chen et al. (2016) a Hachfi et al. (2019) na octomilkdch — uracil
podavany ve stravé (nebo uvolifiovany bakteriemi) funguje jako elicitor Duox, které

do lumenu stfev produkuji HCIO. Dale byla pozorovana fluorescence (patrné R19)
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v Malpighiho trubicich a vzdusnicich, coz souhlasi s potvrzenim lokalizace Duox
v téchto organech, které provedli Hu ez al. (2013) u B. mori. Evolu¢nim vysvétlenim by
byla mikrobicidni funkce — ve vzdusnicich v€el se totiz mizou nachazet roztoci (napf.
roztoCik vceli Acarapis woodi) (Sammataro et al. 2015). Naopak inkubace izolovanych
sttev vCel s R19S nevedla ke stejnym vysledkiim, at uz je to neprostupnosti travici
soustavy pro R19S a wuracil (¢i dalsi pouzité latky) nebo degradaci enzymi béhem
inkubace in vitro. Zajimavy byl ov§em nalez ¢erveného zbarveni podél epitelu strev pfi
pozorovani epifluorescenénim mikroskopem, mohlo by se jednat napf. o R19S ¢i jeho
derivat. R19S ma4 totiz podobnou barvu (R19 naopak fluoreskuje jasné svétle zelen¢).

Vétsina studii zabyvajici se oxidativnim stresem u vcéel se zaméfuje na antioxidacni
enzymy, ale ptivod a Casova osa tvorby ROS ve studiich neni zkoumany (Olgun ef al.,
2020).

Prace v laboratofi pod kontrolovanymi podminkami s délnicemi v€ely medonosné je
velmi slozita kvali jejich ,,zavislosti“ na feromonu vcelich matek. Bez n€j dochazi kromeé
ovlivnéni stresovych a imunitnich reakci také k potlaceni normalniho chovani a socialni
hierarchie.

Ratiu et al. (2016) uvadi, ze akutni stres (nejen) u vCel stimuluje imunitni systém,
zatimco chronicky stres ho potlacuje. Tento jev muze byt vyhodny k obrané proti
jednomu typu infekce, zatimco nevyhodny proti jinému. Dé&lnice byly v této studii
vystaveny ruznym typum stresort — od odebrani z ulu a separaci od zbytku vcelstva
amatky po transport. Pravé feromony uvoliované matkou plsobi na vcelstvo
uklidriujicim efektem. Je tedy tieba brat v potaz, ze studium relativnich rozdilt expresi
enzymu zapojenych do imunitnich drah vcel (dorsal, Toll-1, Relish a Duox) miZze byt
ovlivnéno stresem a nepfitomnosti matek.

Brown et al. (2022) dale testovali ovlivnéni délky zivota délnic v laboratornich
podminkach. Zimni vcely pfechovavané v klickach v laboratofi vykazovaly zkracenou
délku zivota. V normalnich podminkach ziji 150 1 vice dni, zatimco v laboratofi se vCely
dozivaly maximaln€ 70 dni. Nebrani v potaz nerealistické zivotni podminky socialniho
hmyzu je tedy zasadni nedostatek experimentt zabyvajicich se riznym ovlivnénim
na délku zivota a imunitu vCel. Tato zjisténi navic vedou pozornost k otdzkam prevedeni
vysledka laboratornich testd do praxe. Vcelstvo v ulech ma naprosto jiné podminky
(strava, délba prace, pfitomnost matef'ského feromonu, zména teploty atd.). I pfes snahu
randomizovat dé€lnice (srovnani genetické variace mezi véelstvy) po imitovani podminek

ulu se stale mnoho podminek v laboratofi lisi od téch piirozenych.
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6 Zavér
Metody kvantifikace ROS v biologickych vzorcich maji mnoha uskali. Vzhledem
k narocnosti prace s ROS kvili jejich rychlému polocasu rozpadu a reaktivité je k nim
nutné pristupovat komplexné. V souCasnosti nelze jednoduSe a spolehlivé zachytit
hladiny vsech typti ROS vcetné jejich funkci v organismech. Kvantifikace ROS je navic
relativni — aktivita Nox/Duox ¢i jinych enzymu zapojenych do metabolismu ROS
stanovena v extraktech nebo homogenatech tkani nemusi odpovidat skutecné aktivité
enzymui ve vzorcich. Aktivita enzymu produkujicich ROS navic nemusi piimo souviset
s koncentraci ROS (vzhledem k aktivité antioxida¢nich enzymu). Stale tak dochazi
k modifikacim metod méfeni ROS, vyvoji specifickych inhibitorti enzymi a v neposledni
fade vyuziti metody RNAI pro specifické testovani funkce enzymi v regulaci ROS.

Pti srovnavani fluorescencnich préb AR, HVA a skopoletinu historicky vyuzivanych
ke kvantifikaci H>O» bylo dosazeno téchto zavéra:

- Skopoletin a HVA jsou jako fluorimetrické proby v homogenatu nevhodné;

- AR se naopak jevi jako nejvhodnéjsi proba pro kvantifikaci H>O», je nejvice
specificka a citliva i s pouzitim HRP s nizsi aktivitou;

- SOD pravdépodobné¢ interferuje s reakci HRP a fluorescencni proby;

- DPI lze vyuzit jako inhibitor aktivity Nox/Duox v homogenatu, bylo by vhodné
testovat vyuziti pro zastaveni antimikrobidlni funkce Duox pfi inokulaci vcel
patogeny.

Dale byla metodou s AR srovnana koncentrace H>O> ve vzorcich z travicich soustav
razné starych vcel inokulovanych PQ a LPS pied a po inkubaci s NADPH:

- PQvyvolal zvySeni koncentrace H,O, pouze po 2 h a v koncentraci 25 mM, v této
skupiné byla namétena nejvyssi koncentrace HoO» viibec; naopak zvysena aktivita
Nox/Duox byla pozorovana po 4 h u skupiny ovlivnéné 50mM PQ a po 8 h
u skupiny ovlivnéné 25mM PQ);

- Uvcel vystavenych 24 h LPS byla nejvyssi hladina H>O> naméfena u 2-3 d starych
vcCel (i u kontroly), v jednotlivych skupinach podle stafi v§ak po vystaveni LPS
nedoslo ke zvySeni koncentrace H>O»; aktivita Nox/Duox v téchto skupinach byla
oproti kontrole zvySena u vSech stafi vCel 1 koncentraci (nejvice opét u 2-3d vcel);

- Stejny trend byl namé&fen i po 48 h — starsi vCely vykazovaly vyS§si bazalni hladinu
H>0O»; aktivita Nox/Duox byla zvySena opét nejvice u 2-3d vcel pii vystaveni

vSem koncentracim LPS.
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Byla testovana histochemicka detekce HCIO (produktu Duox) v tkanich vcel metodou
s R19S pfi riznych parametrech:

- Byl prokazan aktiva¢ni vliv pfitomnosti uracilu v potravé na tvorbu HCIO
ve stfevech viel;

- Naopak inkubace stfev in vitro s uracilem ¢i jinymi latkami, které by mohly
ovliviiovat funkci Duox, nevedla ke stejnym vysledktim;

- Nejvétsim problémem pfi této metode je fluorescence pylovych zrn, které emituji
svétlo pfi stejnych vinovych délkach jako R19.

Dal§i praci by bylo vhodné zaméfit na provedeni dalSich analyz tykajicich se
Nox/Duox vcel — imunohistochemicky zjistit, kde pfesné v travici soustavé se nachazi
Nox a Duox, dale zméfit jejich genovou expresi a abundanci v riznych tkanich metodami
gPCR a Western blot béhem vyvoje a béhem vystaveni vCel riznym patogenim nebo
elicitorim.

Zajimavé by bylo také spojit tyto metody s méfenim aktivity a exprese NOS a AMP,
vzhledem ke spolupraci téchto prvkd imunity. V neposledni fadé se nabizi fada otazek
ohledné funkce té€chto systéma v travici soustavé pii napadeni véel patogeny na délku

zivota v¢el a slozeni mikrobiomu.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AMP antimikrobialni peptidy

AR AmplexRed

ATF aktivacni transkripcni faktor

BSA hovézi sérovy albumin

Cad Cadherin

CAT katalasa

DHE dihydroethidium

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPI difenylenjodonium

Duox dualni oxidasa

Ecc Erwinia carotovora carotovora

ER endoplasmatické retikulum

FAD flavinadenindinukleotid

G+/- Gram-pozitivni/negativni

GPX glutathion peroxidasa

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRP kfenova peroxidasa

HVA homovanilova kyselina

IMD ,1immune defficiency* draha

ISC kmenové buriky traviciho traktu

JAK/STAT Janus kinasa/“signal transducer and activator of
transcription®

JINK Jun N-terminalni kinasy

LDH laktatdehydrogenasa

LPS lipopolysacharidy

MPO myeloperoxidasa

NADP)H nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)

NOS NO-syntasa

Nox NADPH-oxidasa

Noxa Nox aktivator

Noxo Nox organizator

PAMP molekularni vzorec asociovany s patogeny
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PBS
PG
PGRP
PKC
PLC
PMA
POX
PQ
Prx
RCF
RFU
RNAi
ROS
SOD
TR
TRAF

uv
XDH

roztok pufrovany fosfatem

peptidoglykan

receptorovy protein rozpoznavajici peptidoglykan

proteinkinasa C

fosfolipasa C

forbol 12-myristat 13-acetat
peroxidasa

paraquat

peroxiredoxin

relativni centrifugacni sila
relativni fluorescencni jednotka
interference ribonukleové kyseliny
reaktivni formy kysliku
superoxiddismutasa
thioredoxinreduktasa

faktor asociovany s receptorem  pro
nekrotizujicim faktor

ultrafialové svétlo

xanthindehydrogenasa
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