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Cile prace

Vypracovat literarni reSerSi shrnujici aktualni poznatky o vlastnostech, funkci
a vyznamu NADPH-oxidas (Nox) a dualnich oxidas (Duox) Vv metabolismu
reaktivnich forem kysliku (ROS)

Zpracovat souhrn spektrofotometrickych a histochemickych metod stanoveni
aktivity Nox/Duox ve vzorcich stiev vcel a octomilek

Srovnani ortholognich Nox a Duox v¢el a octomilek pomoci in silico metod



1 Uvod

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou skupinou chemicky reaktivnich iontl, radikalt
amolekul vzniklych zkysliku. V prabéhu 90. let minulého stoleti se ukazalo, ze
V podstaté vSechny zivocisné a rostlinné buiky vytvareji ROS. Tehdy jest¢ prevladal
nazor, ze se jedna o vedlejsi produkt bunééného dychani a metabolismu. Také se mélo
za to, ze ROS vykazuji pouze pro bunky toxické vlastnosti — napt. poSkozeni DNA nebo
oxidaci lipidi (poskozeni membran). S pfichodem nového stoleti se vSak zménil 1 nazor
na ROS. Bylo zjisténo, Ze vétSina vznikd kontrolovanym zpiisobem enzymy. Rovnéz
doslo Kk objevu antioxidacnich systémi a jejich role vudrzovani rovnovahy ROS
(Griendling a Harrison, 1999).

Dnes uz vime, Ze v organismu maji ROS Siroké spektrum fyziologickych funkci —
ucastni se napf. biosyntézy hormonti, funguji také jako mikrobicidni nebo signalni
molekuly. Pravé jejich dudlni role — moznost fungovat jako signalni nebo obranné
molekuly, z nich dé€la idealni nastroj v interakci zivocichll s mikrobidlnimi bunkami.
Pti nizké koncentraci jsou 1 jejich negativni vlastnosti (vysoka reaktivita s biologickymi
strukturami, ¢imz dochazi k jejich naruseni) minimalni a ROS tak mohou fungovat napf.
jako signal pro dalSi enzymy. Pfi vysoké koncentraci pak jejich cilené uziti funguje
ptrevazné jako nastroj k eliminaci mikroorganismi, nadprodukce vSak obecné muize vést
K bunéénému starnuti a smrti.

Dulezitost ROS ve vrozené imunité byla poprvé pozorovana ve fagocytech (burika
schopna fagocytozy — pohlcovani pevnych ¢astic z okoli). Po jejich aktivaci v nich totiz
dochazi k masivnimu ubytku kysliku. To je zpisobeno funkci fagocytické NADPH-
oxidasy (Nox; EC 1.6.3.1) — enzymu pfeménujiciho kyslik na reaktivni superoxid. Tato
oxidasa spolu s dal$im ¢lenem této enzymové skupiny, dudlni oxidasou (Duox;
EC 1.6.3.1), hraje velmi dulezitou roli v interakci zivo¢ichti s mikroorganismy. Jedinci,
ktefi nemaji funkEni oxidasu, maji sniZenou obranyschopnost a jsou nachylni
ke zvysenému poctu mikrobialnich infekci — trpi tzv. chronickou granulomatosni
chorobou (CGD) (Rada a Leto, 2008).

V poslednich 90 letech bylo o funkci ROS ve vrozené imunité zjiSténo velké mnozstvi
informaci — mezi nejvyznamnéjsi se fadi pravé eliminace mikrobu ve fagocytech (Segal
et al., 2000). I ptes vSechny tyto objevy vSak zlstava mnoho principti ohledné vSech
funkci ROS-zavislé eliminace mikroorganismill V organismu pfedmétem zdjmu vyzkumi

a diskuzi a pfedpoklada se, Ze objevii mnoha dalSich novych roli Nox a Duox v imunité
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bude pfibyvat. Studium téchto enzymi na modelovych organismech (v tomto pfipadé
octomilky obecné — Drosophila melanogaster) ptispiva k pochopeni funkci imunity nejen
patogeny velmi ohrozenych zivocichu (jako je napi. véela medonosna — Apis mellifera),

ale také imunity ¢loveka.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

Hmyz (v této praci se zamétenim na octomilky a véely) ma oproti ¢lovéku jednodussi
imunitni systém. JelikoZz se jedna o zivo¢ichy ze skupiny bezobratlych (Invertebrata),
jejich imunita se omezuje pouze na vrozené slozky — nespecifické a neadaptivni
mechanismy. Tento imunitni systém se da rozdé¢lit na bunéénou a humoralni slozku.
K bunééné se fadi piimé interakce hemocytl (struktury analogické fagocytlim), zatimco
do humoralni slozky patii interakce latek vyskytujicich se v hemolymfé — predevsim
antimikrobialni peptidy (AMP) (Bergin et al., 2005). V posledni dob¢ se vsak pozornost
védcll zaméfuje 1 na imunitni procesy v travici soustavé, kde dochézi k vzajemnému
pisobeni epitelovych bun¢k S patogennimi i symbiotickymi mikroorganismy. Z dtvodi
funk¢ni podobnosti se sav¢imi Nox/Duox, hemocyta s fagocyty a obdobné uspotfadané
travici soustavé je hmyz idealni modelovy organismus pro zkoumani vrozené imunity

zivocichu (Browne et al., 2014).

2.1 Molekularni vlastnosti Nox/Duox

V poslednich tficeti letech doslo k objeviim dal§ich homologti Nox, ¢imZ se ustanovila
Nox/Duox rodina téchto enzymu. V priabchu 90. let se zacaly tvofit prvni genové
databaze, a pravé pii vyzkumu genil bylo zjiSténo, ze Nox2 je sice hlavni predstavitel
Nox/Duox rodiny, ale Ze u vétSiny zivoc¢ichi existuje také dalSich 6 homolognich
enzymi: Nox1, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 a Duox2 (Rada a Leto, 2008). Clenové této
enzymové rodiny existuji uz od rozdéleni zivocisné a rostlinné fiSe (Kawahara
a Lambeth, 2007).

Rodina Nox/Duox je vSak nejvice prozkoumana u lidi, u kterych napf. geneticka
porucha Nox2 zpisobuje CGD. Takto postizeny ¢lovék méa z diivodu defekti Nox2
oslabené fagocyty a je poté ve vétsi mife nachylny k ur¢itym bakteridlnim infekcim. Je-
li totiz porusena tvorba superoxidu, nevznikaji ani dalsi typy ROS a z nich odvozené
mikrobicidni latky.

Enzymy z Nox/Duox rodiny jsou elektrogenni (transportujici elektrony), ovliviiuji
membranovy potencial, indukuji apoptosu, reguluji produkei cytokind, ovliviiuji genovou
expresi a podporuji tvorbu neutrofilnich extracelularnich pasti (NET). NET jsou
mimobunécna vldkna tvofend DNA, na ktera jsou navazané proteiny. Tyto proteiny (napf.
myeloperoxidasa MPO; EC 1.11.2.2) jsou schopny eliminovat bakterie, houbova vlakna,
ale 1 degradovat mikrobidlni toxiny (Rada a Leto, 2008).

11



2.1.1 Struktura a geny Nox/Duox

VSechny Nox/Duox jsou schopny oxidovat NAD(P)H a pienaset elektrony pies
membranu. Hlavni rozdil je v riznych podjednotkach a zpusobu aktivace jednotlivych
enzymu. Cela rodina Nox/Duox sdili vétSinu zakladnich strukturnich a funkénich
vlastnosti, které byly poprvé popsany u Nox2 (Obr. 1). Jedna se o vazebna mista
pro NAD(P)H a FAD na jejich C-koncové doméné a 2 hemové skupiny v membranach.
Struktury Nox1, Nox3 a Nox4 obsahuji 6 transmembranovych helixi a C-koncovou
flavodoménu. Jsou tedy velmi podobné Nox2, na rozdil od Nox5 — ta ma navic v cytosolu
na N-terminalnim konci 4 domény EF-rukou. EF-ruce jsou struktury zachytavajici
vapenaté ionty, které funguji jako aktivator enzymu. Duoxl a Duox2 maji navic
extracelularni N-koncovou doménu, ktera v zavislosti na typu tkané vaze dalSi enzym
homologni peroxidase (Rada a Leto, 2008). Proto se tento typ enzymu z rodiny Nox/Duox

nazyva ,,dudlni“ — jedna se o 2 spojené enzymy.

Nox1, Nox2, Nox3, Nox4

Nox5

/
m_ N-konec N-konec Duox1, Duox2

EF-ruce Doména
homologni s
peroxidasou

Obr. 1: Schémata struktur enzymut zrodiny Nox/Duox; EC — extracelularni prostor; IC —
intracelularni prostor (upraveno dle Rada a Leto, 2008).
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Prvnim objevenym enzymem z této skupiny byl Nox2 (ve starsi literatuie zvany také
Jedna se o heterodimer zakotveny v membrané, ktery je tvofen vétsim 65kDa
glykoproteinem gp91phox (podle nového nazvoslovi Nox2) a mensim 22kDa proteinem
p22phox. Nox2 obsahuje celou soustavu proteinovych slozek pro pienos elektront. K C-
konci proteinu (v cytoplasmé€) jsou pfipojena vazebna mista pro FAD a NAD(P)H.
Na hydrofobni (membranovy) N-konec Nox2 je napojeno 6 transmembranovych helixa.
Na tfetim a ctvrtém helixu se dale nachdzi hemova prostetickd skupina piipojena
k histidinovému residuu. Elektrony z NAD(P)H tedy v celém komplexu prechazeji
nejdiive pies FAD, poté postupné pies obé hemové skupiny a nakonec na molekulu
kysliku (intra- nebo extracelularniho). Ke komplexu dale patiéi 4 cytoplasmatické
komponenty — p47phox, p67phox, p40phox a Racl nebo Rac2 (EC 3.6.5.2) (Geiszt
a Leto, 2004; Lambeth, 2004).

Mensi podjednotka flavocytochromu (p22phox) obecné plni veétSi mnoZzstvi roli.
V prvni fad€ vaze podjednotku p47phox, funguje tedy jako vazebné misto pro cytosolické
regula¢ni podjednotky. Dale funguje jako maturaéni faktor potifebny pro spravnou
glykosylaci, hraje dulezitou roli ve stabilizaci celého cytochromového heterodimeru
a pii vnitrobunééném cileni proteinti (Nauseef, 2004).

Jako prvni novy, a zaroven nejblizsi, homolog Nox2 byl objeven Nox1. Dohromady
sdileji 56% shodu v sekvenci aminokyselin (564 aminokyselin). Molekulova hmotnost
Nox1 se pohybuje kolem 65 kDa. Kromé strukturnich podobnosti funguji i na velmi
podobném principu — Nox1 vyzaduje k Gplné aktivité p22phox a Racl. Jsou si tak
podobné, Ze Nox1 je v bunécnych modelech schopen ¢astecné zastoupit Nox2 v tvorbé
ROS, ackoliv podjednotky Nox2 (p47phox a p67phox) s Nox1 vedou k mensi produkci
superoxidu (Rada a Leto, 2008). Nox1 ma vsak dalsi cytosolické podjednotky schopné
indukovat vyssi produkci superoxidu. Jedna se o Nox organizer 1 (Noxol, homolog
p47phox) a Nox aktivator 1(Noxal, homolog p67phox) (Geiszt et al., 2003a). Hlavni
rozdil mezi Noxol a p47phox je, Ze Noxol chybi hyperfosforovatelna autoinhibi¢ni
oblast (AIR), ktery se vaze k p22phox a membranovym fosfolipidim. Nejvyrazngjsi
odlisnosti mezi Nox2 a Noxl je tedy absence schopnosti kontrolovat aktivitu enzymu
Nox1. Nox1 tedy vykazuje konstitutivni aktivitu, ktera mtze byt dale zvySena phorbol
12-myristat 13-acetatem (PMA).

Stejné jako Nox1 je 1 Nox3 multikomponentni oxidasa strukturou podobna Nox2

(taktéz 65 kDa). U Nox3 byla zjiSténa vysoka zakladni aktivita, kterd maze byt dale
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zvysena jednim nebo obéma podptrnymi cytosolickymi podjednotkami patiicimi k Nox1
nebo Nox2. Enzymu Nox3 nebyla pfifazena zadna specificka role ve vrozené imunité,
ackoliv béhem pokusli s mutantnimi mySmi bylo zjisténo, Ze ziejmé hraje roli ve vnimani
gravitace a rovnovahy. Pfi mutacich v Noxol byl zjistén podobny efekt, predpoklada se
tedy, ze se muze jednat o fyziologického partnera Nox3 (Rada a Leto, 2008).

Nox4 sdili s Nox2 39% homologii, molekulova hmotnost je 67kDa. Ke sv¢ stabilizaci
a schopnosti produkovat ROS potiebuje podjednotku p22phox, ale jeji aktivita neni
ovlivnéna zadnym z cytosolickych partnertt Nox1 nebo Nox2 (Noxol, Noxal, p47phox,
p67phox a Rac) (Rada a Leto, 2008). Nox4 vykazuje vysokou konstitutivni aktivitu.
V lidskych embryonalnich ledvinovych bunkach HEK293 byla Nox4 nalezena
Vv intracelularnich kompartmentech, coz znamena, Ze vyprodukovany superoxid je ithned
dismutovan a zachycen jako extracelularni peroxid vodiku.

Poslednim a nejunikatnéjsim ¢lenem Nox skupiny Nox/Duox je Nox5. Molekulova
hmotnost je vyssi— 86 kDa. U lidského enzymu Nox5 se navic rozlisuje 5 isoforem (Banfi
et al., 2001; Cheng et al., 2001). Na rozdil od vSech ostatnich Nox enzymu obsahuje
cytoplasmatické domény obsahujici 4 motivy EF-rukou. Ty jsou schopny zachytit
zvySenou koncentraci intracelularnich vapenatych iontd, které poté aktivuji NoxS5.

Duox1 a Duox2 jsou nejvétsimi z celé rodiny Nox/Duox — jejich molekulova hmotnost
se pohybuje okolo 180 kDa. S Nox2 sdileji 50% shodu v sekvenci aminokyselin a mezi
sebou 83% homologii v sekvenci aminokyselin. Na C-koncich maji struktury podobné
Nox, zatimco k N-konclim maji pfipojené domény podobné peroxidasam. Cytosolické
useky Duox obsahuji 2 proteinové motivy EF-rukou, které po zachyceni vapenatych
ionti ovlivilgji aktivitu, a tedy i uvoliovani H202. Duox1 i Duox2 maji 2 stavy N-
glykosylace — ¢aste¢nou, kdy vytvaii superoxid, a uplnou, kdy jsou schopné generovat
H.O> (Ameziane-El-Hassani et al., 2005).

Zpocatku byly pokusy o expresi aktivnich Duox v heterolognich systémech netispésné,
protoze se nedafilo pfenést ziskané proteiny do plasmatické membrany. Tento jev byl
objasnén objevem esencidlnich maturacnich faktort — Duoxal a Duoxa2. Duox ke své
aktivité¢ nevyzaduji p22phox, ac¢koliv jsou schopny spolu interagovat (De Dekeen et al.,
2002; Ameziane-El-Hassani et al., 2005).

Vsechny 4 lidské geny kddujici slozky Duox (Duox1/2 a Duoxal/2) se nachézi v tésné
blizkosti na chromosomu 15. Tento objev podporuje domnénku o tom, Ze Duox a jejich
odpovidajici matura¢ni faktory jsou nejspiSe koordinovany stejnymi promotorovymi

sekvencemi (Rada a Leto, 2008).
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Naopak geny koédujici hlavni slozky lidského enzymu Nox2 se nachézeji na odlisnych
chromosomech. Nejvétsi glykoprotein Nox2 (g91phox) je kdédovan genem CYBB
a nachazi se na chromosomu X, stejné jako Nox1. Mensi protein p22phox je kodovan
genem CYBA vyskytujicim se na chromosomu 16 (Rada a Leto, 2008). Dalsi geny NCF1,
NCF2 a NCF4 koduji p47phox, p67phox a p40phox. Mutace v nich jsou obecné spojené
s rozvojem CGD (Segal et al., 1978). Gen pro Nox3 se nachazi ha chromosomu 6, Nox4
na chromosomu 11 a Nox5 na chromosomu 15.

Nejdikladnéjsi zpravu o vyzkumu Vv oblasti gentt Nox/Duox vydali Kawahara
a Lambeth (2007). Zkoumali aminokyselinové sekvence regulac¢nich podjednotek
enzymi z Nox/Duox rodiny (p47phox, NOXO1, p67phox, p22phox a NOXR)
u 32 riznych druhii rostlin, zivo¢ichti a hub. Ve svém vyzkumu se snazili urcit
molekularni evoluci podjednotek Nox/Duox, ptevazné pak vyvoj jejich biochemickych
a fyziologickych funkci. Nejranéjsi geny podobné tém, které dnes koduji Nox2, p47phox
a p22phox, se zacaly objevovat jesté pred prichodem zivocichti (Kawahara a Lambeth,
2007). Z detailnich analyz aminokyselinovych sekvenci také pfisli s evolu¢nim modelem,
podle kterého p40phox v ranych obratlovcich pivodné reguloval Nox2 1 Nox1. U savct
nasledné¢ regulace Noxl prestala byt zavisla na podjednotce p40phox (Kawahara
a Lambeth, 2007).

U odd¢leni prvoustych (Ecdysozoa), mezi néz se tadi i véely a octomilky, se vyskytuje
pouze Nox5 ajeden typ Duox. Orthologni gen pro Nox2 nebyl v genomu vcel ani
octomilek nalezen. Taktéz u prvoustych nebyly zjistény zadné geny pro regulacni
podjednotky p47phox, p67phox a p22phox, i kdyz jsou Siroce rozSifené u zbytku

zivoc¢icht (Kawahara a Lambeth, 2007).

2.1.2 Lokalizace Nox/Duox
Enzymy z rodiny Nox/Duox se nachéazeji v membranach bun¢k — obvykle v plasmatické
membrang, kdy se ROS vyluc€uji do extraceluldrniho prostoru, nebo také v membranach
semiautonomnich organel. U hmyzu se Nox i Duox nachazi jak v hemocytech, tak
i v epitelovych burikach stiev, ackoliv kazdy enzym Vv jiné ¢asti traviciho traktu (Dutta et
al., 2015).

Nox1 se u lidi nachazi v plasmatické membrané epitelovych bunék stiev, hladké
svaloviné cév, d€loze, placenté, prostaté, bunkach endotelu a osteoklastech (Bedard
a Krause, 2005).

15



Pro Nox2 je charakteristicky vyskyt ve fagocytujicich bunkach — monocytech
a makrofazich (Snelgrove et al., 2014). V lidskych bunkach byly nalezeny pievazné
v endotelu cév nebo kardiomyocytech (Snelgrove et al., 2006).

Enzym Nox3 je zcelé rodiny Nox/Duox prozkoumany nejméné. Byl nalezen
V ledvindch plodd (v malém mnozstvi i u dospélych), jatrech, plicich a slinivce
(Chakraborti et al., 2013).

Nox4 byla poprvé popsana v ledvinach, kde je také nejvice zastoupena (Geiszt et al.,
2000). Byla ale také nalezena v dalsich lidskych tkanich a bunikach: jatrech, vaje¢nicich,
osteoklastech, fibroblastech, bunkach plodu, hepatocytech, aorté a plicich (Nada et al.,
2012; Park a Lee, 2013). Siroka distribuce Nox4 naznatuje pravdépodobné velké
mnozstvi funkci od vnimani kysliku a jeho metabolitii az po fibrotické procesy.

NejcastéjSim mistem exprese enzymu Nox5 jsou pachytenni spermatocyty
ve varlatech, slezina a lymfatické uzliny. Ve slezin€¢ a lymfatickych uzlindch se Nox5
vyskytuji pfevazné v oblastech se zvysenym mnozstvim lymfocytl a nejspis plni signalni
funkci. (Rada a Leto, 2008)

Duox byly objeveny ve §titné Zlaze, kde slouzily jako primarni zdroj peroxidu vodiku
(Dupuy et al., 1999). Ten je dulezity pro syntézu hormont §titné zlazy. Duox se také
nachézeji v epitelovych buiikdch dychacich cest, kandlech slinnych zlaz a v zazivacim
traktu zivocicht (Gerson et al., 2000). Duox lokalizované mimo S$titnou Zzlazu
na sliznicich plni pfevadzné imunitni funkci — peroxid vodiku mize slouzit jako substrat

pro laktoperoxidasu (LPO; EC 2.7.11.24) nebo MPO (Geiszt et al., 2003b).

2.1.3 Mechanismy katalyzy Nox/Duox

Rodina Nox/Duox muze byt délena také podle typu ROS, ktery je enzymy produkovan.
Nox1, Nox2, Nox3 a Nox5 produkuji primarn¢ superoxidovy anionradikal, kdezto hlavni
detekovany produkt Nox4, Duox1 a Duox2 je peroxid vodiku. K Duox jsou dale navazané
enzymy homologni s peroxidasami — jsou schopny pievést H>O2 na jiné produkty, které
maji vyssi mikrobicidni aktivitu.

Nejvice je aktivace Nox/Duox patrnd V neutrofilnich granulocytech po pohlceni
bakterie. Tento d¢j je obvykle spojen s velkym ubytkem molekuldrniho kysliku, ktery je
obecné¢ znamy jako tzv. respiracni (nékdy téz oxidativni) vzplanuti. To je potiebné
k tvorbé ROS, které miizou byt nasledné pfeménény na dalsi bakteriocidni latky (Obr. 2).
V nasledujicich reakcich ale muze byt kyslik také redukovan az na vodu pfijetim

4 elektront a 4 protont: Oz > 02" > H202 > "OH > H20. Mezistupné této redukeni fady
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jsou obecné vice reaktivni nez kyslik. Kyslik mize také byt excitovany absorbovanim
energie, pricemz jeden nesparovany elektron zméni spin a Oz se pieméni na vysoce
reaktivni singletovy kyslik 1O,.

Respira¢ni vzplanuti je spojeno s pifimou redukci molekuldrniho kysliku
Vv proteinovém komplexu Nox/Duox jednim elektronem a vyslednou produkci
superoxidovych aniontradikalt do lumenu fagosomu, kde muze byt pfeménén na Siroké
spektrum vysoce reaktivnich mikrobicidnich ROS. Pti reakci je oxidovano NAD(P)H
z cytoplasmy na NAD(P)+, pficemz se uvolni dva elektrony a jeden proton. Proton
zustava v cytoplasmé a elektrony posléze prechazi plasmatickou membranou fagocytu
a spoji se s dvéma molekulami kysliku, ¢imz dojde ke vzniku dvou superoxidovych
anionradikald v extracelularnim nebo intrafagosomalnim prostoru. Superoxidy obvykle
predavaji jeden elektron a redukuji jiné molekuly nebo struktury, napi. cytochrom C

(Rada a Leto, 2008).

NADPH 5 e 20, 2 ONOO~
—_— / Peroxynitrit
NADP* > NADPH- < '\k 2NO

Ht oxidasa 2 02' N

Superoxidovy anionradikal

TN
i

Katalasa

OHe H,0, » H,0+ %0,
Hydroxylovy radikal Peroxid vodiku

4

r

HZD HOCI  kyselina chiorna

H0 + - 2RNH,

v
1 .
0, R-NHCI OH
Singletowy kyslik Chloraminy Hydroxylovy radikal

Obr. 2: Schéma znazoriujici kyslikové metabolity fagocytll (upraveno dle Rada a Leto, 2008).
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Dva superoxidy mohou ovSem reagovat také samy se sebou za vzniku kysliku
a peroxidu vodiku, pfi¢emz spotiebuji 2 protony. Tato spontanné probihajici reakce,
nazyvana dismutace, tedy vede ke zvysSeni pH. Dismutace muze také byt katalyzovana
enzymaticky pomoci superoxid dismutasy (SOD; EC 1.15.1.1). Pfedpoklada se, zZe
superoxid je pouze slabé toxicky. Velmi pomalu totiz reaguje s riznymi biologickymi
strukturami a neni schopny prochazet ptes membrany. Po respiraénim vzplanuti tak
vznikd velké mnozstvi peroxidu vodiku po dismutaci (spontanni ipomoci SOD)
vzniklého superoxidu. Peroxid vodik se obecné povazuje za toxicky, rychle totiz reaguje
s velkym mnozstvim biologicky dulezitych struktur (ackoliv jeho derivaty jsou vsak
obvykle jest¢ mnohem vice reaktivni). Neutrofily jsou vystaveny vysokym koncentracim
peroxidu vodiku, musely si tedy vyvinout obranné mechanismy. Katalasy (EC 1.11.1.6)
preménuji peroxid vodiku na vodu a kyslik. Dal$im antioxidacnim systémem je napf.
glutathionovy cyklus.

V neutrofilech se pH udrzuje v neutralni oblasti (6,5-7,0), coz je idedlni hodnota pro
neutrofilni proteasy (napft. elastasy; EC 3.4.21.37 nebo cathepsin G; EC 3.4.21.20). To je
mozné diky alkalinizaci zptUsobené enzymy zrodiny Nox/Duox. V neutrofilech
postizenych CGD nebo po pouziti difenyljodonium chloridu (DPI; flavoenzymovy
inhibitor v§ech Nox/Duox) pH rychle klesa na 5,0-5,5. Udrzeni neutralniho pH je tedy
dulezité pro co nejvyssi u€innost eliminace mikroorganismti. Kromé aktivity Nox/Duox
je pH a slozeni iontli ve fagosomu ovlivnéno 1 dal§imi iontovymi kandly a transportéry:
H+-ATPasa (EC 7.1.2.2), Nat/H+-antiportem a pienaseCem chloridovych aniontd
aniontti C1C-3 (Rada a Leto, 2008).

Pienosem elektronti zaroven depolarizuje fagosomalni membrana. Tato depolarizace
generovand Nox2 pohani piemisténi protona a draselnych iontti do fagosomu. Protony
zaji$t'uji neutralni pH potfebné pro optimalni fungovani proteas a oxidas. Draselné ionty
aktivuji latentni proteasy granulového matrixu. Nox/Duox se tedy na mikrobicidni
aktivit¢ podileji nejen piimo tvorbou ROS, ale i nepfimo udrzovanim neutralniho pH
a spousténim proteas v neutrofilech, podilejicich se na eliminaci bakterii (Rada a Leto,
2008).

Neschopnost véts§iny ROS piisobit mimo piimé okoli pfispiva k selektivité jejich
reakci. Superoxid mé pouze limitovanou schopnost prochézet lipidovymi membranami,
zatimco peroxid vodiku muze dale fungovat jako signal az na vzdalenost ekvivalentni
nekolika bunkdm (Lambeth a Neish, 2014). Tato selektivita miize byt dale podpotfena

vytvorenim komplexu mezi Nox/Duox a jejim ,,cilem®. Né&které receptory a signalni
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proteiny mohou interagovat s Nox/Duox, ¢imz se limituje specificita signalizace pomoci
ROS pouze na efektorovy protein (Kim et al., 2007). Rozdilna subcelularni lokalizace,
riznéd intenzita aktiva¢niho signalu a vyvojové stddium buiky tedy pravdépodobné
rozhoduji o bunécné odpovédi na vytvoreny ROS.

Bylo také zjisténo, ze H202 hraje dilezitou roli v pfenosu signalli v buiice i mezi nimi,
jelikoz se jedné o nenabitou molekulu, kterd je schopnéa volné prochazet plasmatickymi
membranami. V porovnani s ostatnimi ROS je i velmi stabilni — polo¢as rozpadu H20: je
vice nez 1 ms (napf. superoxidovy anionradikal a singletovy kyslik 1-4 us a hydroxylovy
radikal pouze 1 ns). Vsechny tyto vlastnosti délaji z H2O, idealniho druhého posla, coz
bylo nasledné potvrzeno v mnoha studiich (Sundaresan et al., 1995; Ushio-Fukai et al.,
1998).

2.1.4 Mechanismy regulace exprese a aktivity Nox/Duox

Enzymy z rodiny Nox/Duox se daji délit také podle typu regulace exprese (Obr. 3).
V prvni skupiné jsou ty, které ke své funkci potiebuji podjednotku p22phox (Nox1-4).
Podskupina Nox majici p22phox se da dale roz¢lenit na skupiny s vazebnou oblasti
bohatou na prolin (PRR), kterou obsahuji Nox1, Nox2 a Nox3, a na konstitutivné aktivni
Nox4, ktery neobsahuje PRR. V druhé skuping jsou pak ty enzymy, které jsou regulovany

vapenatymi ionty pomoci specifickych domén EF-rukou (Nox5, Duox1 a Duox2).

0, 0, 0, 0, 0, H,0,
iy T O Nl
Nox1/3 p22/ Nox2  p227 Nox4 p22rh=
\_]Pro - " _]Pro‘ - ) — "’
\ Konstitutivni
“\/Noxo1) ’ 47P"°‘
\NOXM }\_/ 79"" P
- 55
07 02 o) H202

Duox Pefox
Nox5 A1/A2 Duox1/2>‘/

| EF

\

cah Cab

Obr. 3: Schéma struktur Nox1-5 a Duox1/2 a zpisobu jejich aktivace (upraveno dle Lambeth
a Neisch, 2014).
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V neaktivovanych neutrofilech jsou vSechny 3 cytosolické podjednotky Nox2 ulozeny
v jednom komplexu (Obr. 4). Nejvétsi doména p47phox se vaze s doménou p67phox
pomoci C-koncové PRR na p47phox a C-koncové doméné Src homologie 3 (SH3)
na p67phox (Kami et al., 2002). V neaktivované bunce se komplex p47phox-p67phox
nevaze k flavocytochromu b558, protoze jsou SH3 domény p47phox (bis-SH3 domény)
navazany na AIR, coz zabranuje vazbé bis-SH3 domény s PRR p22phox. Po aktivaci
buiikky dojde na p47phox k vysokému stupni fosforylace serinovych zbytkli AIR, coz
uvolni bis-SH3 a mize dojit k vazbé na p22phox (Groemping et al., 2003). Krom¢ toho
obsahuje p47phox dalsi oblast schopnou vazby na membranu — PX doménu. PX doména
se vaze na ,hlavy“ fosfatidylinositoll tvoficich membrany (Karathanassis et al., 2002).
Jakmile se p47phox na membrané spoji s p22phox, gp91phox i p67phox, dojde k aktivaci
interakci p67phox s flavocytochromem b558. Podjednotka p67phox je posléze také
fosforylovana. Soucasné dochazi k translokaci Rac-GTP na membranu, kde interaguje
s N-terminalni oblasti tetratrikopeptidové opakovani na p67phox (Lapouge et al., 2000).
V neaktivnich  bunkdch se Rac  nachazi v cytoplasmickém  komplexu
s guaninnukleotidovym disocia¢nim inhibitorem. Tento komplex se po aktivaci rozpadne,
dojde k pfeméné z Rac-GDP na Rac-GTP (Vignais, 2002). Rac je posléze nezavisle
na vSech tfech ostatnich komponentech premistén k membrané. Aktivacni doména
p67phox je konformacné regulovana vazbou Rac (Sarfstein et al., 2004). Spojeni vSech
podjednotek na membran¢ umoziuje proud elektrond skrz flavocytochrom (Rada a Leto,
2008). Po aktivaci p67phox tedy dojde ke spusténi ptenosu atomu vodiku z NAD(P)H
na FAD v Nox2. Nasledny pienos elektronti pies dvé hemové skupiny umozni redukci
kysliku za vzniku superoxidového anionradikalu. Vazba p40phox je uskutecnéna skrz
Phox/Bem 1 (PB1) doménu na partnerskou PB1 doménu p67phox, coz usnadiuje spojeni
p67phox-p47phox na membrané pomoci vazby PX domén na lipidy (Wilson et al., 2003).

Skupina regulovana vapenatymi ionty je tvofena Nox5 a Duox 1 a 2 (obsahuji N-

koncovou doménu homologni s peroxidasami).
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Obr. 4: Schéma aktivace Noxl a Nox2 pomoci jejich cytosolickych podjednotek; EC —
extracelularni prostor; IC — intracelularni prostor (upraveno dle Rada a Leto, 2008).

2.2 Funkce Nox/Duox Vv interakci stievniho epitelu hmyzu s mikroby
Travici trakt vSech zivoc¢ichu je osidlen bakteriemi, které mizeme rozd¢lit na autochtonni
a allochtonni. Autochtonni bakterie se ve stfevech vyskytuji pfirozené a jsou Casto
komensalni nebo symbiotické. Pro allochtonni bakterie neni travici trakt pfirozené
prostfedi a rozmnoZi se pouze v pro n€ piiznivych podminkéch (jednd se vétSinou
0 oportunistické patogeny). Hostitelské organismy tedy musi udrzovat homeostazu —
eliminovat patogeny a zaroven ponechat symbionty (Lee et al., 2013).

Z divodt podobnosti s travicim traktem zivoCicht a jednoduchému slozeni
mikrobioty jsou octomilky idealnim modelem ke studiu interakci (nejen) hmyziho epitelu
s mikroby. Mikrobiota ve stfevech octomilek obvykle sestava z 5 az 30 druht bakterii,
pievazné z rodi Acetobacter a Lactobacillus (Broderick a Lemaitre, 2014).

Ve stievech octomilek jsou ROS produkovany Nox i Duox v reakci na bakterie (Lee
et al., 2013). Ve vysoké koncentraci ROS funguji jako mikrobicidni molekuly prevazné
proti patogentim. Dlouhodoba expozice vyssim koncentracim ROS ale muze pusobit
negativné i proti samotnému hostiteli, coZ muze vést k patologickym stavam. Naopak
nizké koncentrace ROS pak slouzi jako signalni molekuly aktivujici stfevni kmenové
buniky (ISC) a tim i obnovu stievniho epitelu (Patel et al., 2013). ISC se vyskytuji
ve stifevech savcl 1 hmyzu, kde z nich vznikaji enterocyty. Ty kromé absorpce Zivin také
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interaguji se stievni mikrobiotou (Jiang a Edgar, 2012). Jak komensalni, tak i patogenni
bakterie mizou zpusobit antimikrobialni odpovédi, ale také vyvolat obménu epitelu
(Buchon et al., 2013).

Krom¢ mikrobicidni funkce tedy maji ROS také funkci pii proliferaci ISC (Buchon
etal., 2009). Ta mize probihat bud’ pfimo — mensi mnozstvi H20; slouzi jako signalni
molekula mezi enterocyty a ISC bez zptisobeni vétsiho poskozeni nebo vyuziti stresové
signalizace. Ktomuto typu signalizace obnovy bunék stfevniho epitelu dochazi
predevsim pfi styku se symbionty — po nedestruktivnim poskozeni se aktivuji cytokiny,
které podporuji tvorbu novych stfevnich bun¢k. K nepiimé obnoveé dochézi pii poskozeni
epitelu bakteriemi a ROS (nebo jejich metabolity) pfi jejich eliminaci. Zptisobenym
poskozenim dochazi ke spusténi stresovych odpovédi, coz pak pravdépodobné aktivuje
ISC. V tomto ptipadé jsou ROS zaznamenany Jun N-terminalnimi kinasami (JNK;
EC 2.7.11.24), coz jsou enzymy, které maji funkci v zaznamenavani stresovych podnétu.
JNK poté indukuji pro-proliferativni cytokiny z Leptin/IL-6 skupiny (Buchon et al.,
2009). Tyto cytokiny aktivuji JAK/STAT signaly v ISC, ¢imz spousti jejich proliferaci
a urychluji regeneraci sttevniho epitelu.

Zmény ve slozeni pfirozené mikrobioty se obecné nazyvaji komensalni dysbiosa.
U lidi byvaji spojené s mnoha patologickymi stavy, jako jsou napf. chronické
a idiopatické stievni zanéty nebo rakovina (Clemente et al., 2012). Dysbiosa ve stievech
octomilek se projevuje podobné — naruSenim homeostazy, zanétem a zkracenou délkou
zivota (Clark et al., 2015). Ke zméné¢ ve slozeni stfevni mikrobioty dochézi i pfirozenym
procesem starnuti. Bylo zjiSténo, ze ptes 95 % vSech bakterii v travicim traktu dospélych
zdravych octomilek tvori bakterie zrodu Lactobacillus (latsenko et al., 2018).
Ve stievech octomilek jsou procesy starnuti spojeny predevsim se zvySenym poctem
mikroorganismu, intenzivnéj$i imunitni reakci, vysSi koncentraci ROS, dysplasii
(porucha, pii které dochézi k expanzi nezralych bunék na ukor zralych; pravdépodobné
zpusobend chronickym drézdénim), ubytkem kompartmentalizace nebo prasknutim
membran (Li et al., 2016). Bohuzel je zatim velice obtizné ur€it pfesné vztahy a kauzalitu
mezi imunitni dysfunkci, dysbiosou a dysplasii.

Komensalni a symbiotické stievni bakterie jsou hostitelském organismu v mnoha
ohledech prospésné — naptf. pomdhaji v traveni nebo produkuji nékteré vitaminy.
Komensalni bakteric jsou vsak schopny také podpofit obnovu epitelovych bunék
ve stievech octomilek i mysi (Jones et al., 2013). Tento specificky efekt je nejsilnéjsi

u symbiotickych bakterii rodu Lactobacillus, které stimuluji tvorbu ROS pomoci Nox.
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Funkce Nox ve stfevnim epitelu octomilek byla objevena vroce 2018 pii studiich
latsenka et al. (2018). Bylo zjisténo, ze kyselina mlé¢na tvofena bakteriemi rodu
Lactobacillus, kromé& zvySeni acidity, nepiimo aktivuje funkci Nox ve stfevech. Laktat je
pomoci laktatdehydrogenasy (LDH; EC 1.1.1.27) oxidovan na pyruvat za redukce NAD+
na NADH, ktery slouzi jako substrat pro Nox (Obr. 5). S pfibyvajicim vékem roste
populace bakterii rodu Lactobacillus, a tedy i mnozstvi NADH ve stievech. ROS zde
ovSem neslouzi jako hlavni mikrobicidni molekuly. Populace symbiotickych bakterii je
redukovana pomoci AMP. Indukce tvorby ROS pomoci kyseliny mlééné také nespoustélo
Duox (latsenko et al., 2018). Divodem mize byt i fakt, Ze enzymy Nox a Duox jsou
exprimovany v riznych oblastech traviciho traktu octomilek a maji rozdilné funkce.
Duox slouZi ptfedev$im k eliminaci patogenti - jsou aktivovany uracilem, ktery
uvoliuji patogenni bakterie (napi. Erwinia carotovora) (Lee et al., 2013). Role Nox
a Duox je odlisna nejen v imunité, ale i pii regeneraci epitelu. ROS generované Duox
indukuji regeneraci k opravé akutniho poSkozeni zptisobeného infekci. Oproti tomu ROS
vytvofené Nox slouzi k zajisténi zékladni obnovy bunék v reakci na pfirozenou

mikrobiotu (latsenko et al. 2018).

Nox

NAD+ NADH NAD+

Laktat — Pyruvat

LDH

Obr. 5: Schéma zobrazujici mechanismus tvorby ROS oxidaci laktatu (upraveno dle latsenko et
al., 2018).



2.3 Specifické znalosti 0 Duox u modelovych organismi hmyzu

Obecné se daji imunitni odpovédi hmyzu délit podle reakce na mikrobidlni signaly — tento
jev se nazyva ,,molekularni vzory asociované s mikroby* (MAMP). Ke kontrole mnozstvi
bakterii se vyuzivaji 2 rozdilné drahy. Prvni znich je signalni drdha ,,immune
defficiency* (IMD), ktera k eliminaci bakterie vyuziva AMP. Ty se vytvaii jako reakce
na peptidoglykan v bunécéné sténé G+ bakterie. Druha draha je pak spousténi tvorby
mikrobicidnich ROS pomoci enzymii z Nox/Duox rodiny — ve stievech hmyzu predevsim
Duox. Spoustécem tvorby (elicitorem) ROS u octomilek a vc€el je bakterialni uracil, ktery
slouzi jako ligand aktivujici Duox (Lee et al., 2013; Azzouz-Olden et al., 2018). Ob¢ tyto
drahy mohou byt aktivni sou€asné¢ a eliminovat tak Sirokou Skélu patogent.

Pii genetickych analyzach byly objeveny 2 drahy regulujici funkci Duox po indukci
patogeny. Prvni znich je zaméfena na enzymovou aktivitu a zahrnuje signalizaci
zprostfedkovanou Gagq-PLCB-Ca?* (EC 3.1.4.11). Druha drdha ovlivitiuje genovou
expresi Duox pomoci aktivace MEKK1-MKK3-p38 MAPK signalni drahy (Ha et al.,
2009). Uracil je schopen aktivovat ob¢& drahy, coz poté vede k produkci velkého mnozstvi
ROS (Lee et al., 2013).

Uracil uvolnény allochtonnimi bakteriemi spousti zanétlivé procesy nutné k eliminaci
patogenii a preziti hosta. Naopak absence uvoliiovani uracilu umoziuje symbiotickym
bakteriim dobte kolonizovat stfeva. Pfitomnost komensélnich bakterii vSak neni schopna
inhibovat uc¢inek uracilu, a tudiz i aktivaci Duox a vznik ROS. Chronicka aktivace Duox
pti dlouhodobém vystaveni uracilu vede k patogenezim. Tento stav se muze vyskytnout
béhem pifemnozeni i jinak prospésnych autochtonnich bakterii, kdy nadmérné mnozstvi
jednoho nebo vice komensélnich a symbiotickych druhi vede k naruSeni rovnovahy
mikrobioty. Dlouhé trvani takové situace nasledné vede k dysfunkcim a nemocem (Lee
etal., 2013).

Chmiel et al. (2019) se zabyvali vlivem neonikotinoidovych insekticidi na véely
a dalsi opylovace, ktefi jsou vystaveni pouze subletalnim koncentracim téchto chemikalii.
Predpoklada se, Ze neumysiné vystaveni véel medonosnych (A. mellifera)
neonikotinoidiim pfispiva k snizovani jejich populaci. Neonikotinoidy interferu;ji
S imunitnimi drahami ve stfevech hmyzu, ale mechanismus interakci nebyl znam. Chmiel
et al. na modelovém organismu D. melanogaster zkoumali hypotézu, ze imidacloprid
(béZny neonikotinoid) miZe ovlivnit funkci Duox. Vysledky ukazaly, ze vystaveni

subletdlnim davkam imidaclopridu skute¢né redukuje produkci H202 pomoci inhibice
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transkripce genu Duox, coz je nejspis zptsobeno reakci imidaclopridu ve stievech s prvky
IMD drahy. SniZena produkce ROS nasledné vedla k omezeni regulace mikroorganismu
— doslo k masivnimu ubytku rodd Lactobacillus a Acetobacter, které jsou dulezité
Kk postupné obnové epitelovych bunék ve stievech. Piedbézné podavani probiotickych

bakterii naopak vedlo k omezeni skodlivych efekt imidaclopridu (Chmiel et al., 2019).

2.4 Piehled metod stanoveni aktivity Duox
Pfi biochemickych studiich na hmyzu je v prvni fad¢€ nutné piipravit vzorky. Postup jejich
piipravy se lisi v zavislosti na poZadované metodé.

Pii méfeni aktivity enzymu se obvykle jedna o zamrazeni hmyzu pii odbéru vzorkd.
Zamrazené vzorky se nasledné rozdéli na jednotlivé télni ¢asti (hlava, hrud’ a zadecek),
které se poté homogenizuji v tekutém dusiku. Dale se provadi extrakce poZzadovanych
latek vhodnym extrakénim pufrem. V nasledujicim kroku se centrifugaci odd¢li
nerozpustné Casti; ptipadné lze také vyuzit ultracentrifugace k separaci membranové
frakce. V ziskaném extraktu se Bradfordovou metodou stanovuje celkovy obsah proteint.

Postup pro (imuno)histochemické metody zacind uspanim hmyzu pomoci pfistroje
s COs. Poté se hmyz rozd¢€li na jednotlivé télni Casti, které mizou byt dale rozpitvany
napt. na mozek a zlazy z hlavy nebo stfevo a tukové téleso ze zadeCku. Pripraveny
preparat mize byt dale zafixovan formaldehydem a zalit do vosku. Nasledné se z néj
ptipravi tenké fezy na vibratomu. Posléze je vzorek inkubovan se zna¢enymi protilatkami
nebo riznymi cCinidly. Takto zpracovany vzorek je pfipraveny na mikroskopicka
pozorovani. Vyhodnoceni vysledkli se provadi formou analyzy obrazu (napf.

v programech ImageJ nebo podobnych nastrojich).

2.4.1 Stanoveni aktivity Duox a kvantifikace produktu H20:

Ke kvantifikaci produkce H2O:> se daji vyuzit oxidovatelné proby jako napt. skopoletin,
kyselina  homovanilova (HVA) nebo AmplexRed (AR; N-acetyl-3,7-
dihydroxyfenoxazin) v ptitomnosti kienové peroxidasy (HRP; EC 1.11.1.7). Oxidace
skopoletinu vede ke snizeni fluorescence, naopak oxidace HVA a AR fluorescenci
zvySuje — tyto metody jsou tedy obecné senzitivnéjsi. VSechny proby byly pivodné
vyvinuty k méfeni aktivity Nox2, ale daji se vyuzit i k detekci extracelularniho H2O»
produkovaného dalsimi Nox a Duox. Pfesna detekce H2O2 pomoci téchto metod vyzaduje
pridavek SOD, protoze superoxid miize reagovat s prébou, coz nasledné muaze ovlivnit

reakci proby s H.O> a vést ke snizeni fluorescenc¢niho signalu (Nauseef, 2014).
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2.4.1.1 Metoda s AR + HRP

Dias et al. (2013) provedl méfeni Duox-zprostiedkované produkce H20. po kultivaci
tkéani pii 25 °C na 60 min v Tyrodove roztoku (pouziva se jako ndhrada fyziologického
prostiedi) s AR a HRP. Aktivita Duox je zavisla na pfitomnosti vapenatych iontt, tvorba
H.0, byla tedy zjistovana po preinkubaci vzorkd s ionomycinem (ionofor pro Ca®* —
zvySuje jejich intracelularni koncentrace) abez né&j, s BAPTA/AM (chelator
intracelularnich Ca2") nebo obojim po dobu 10 min pfi 28 °C. Inhibice aktivity Duox byla
dosazena preinkubaci s DPI, jako nespecifického inhibitoru flavoproteint. Fluorescence
nespecifické (H202-nezavislé) oxidace AR byla uréena pii absenci HRP — pouzito jako
blank. Oxidace AR peroxidem vodiku Vv pfitomnosti HRP probiha ve stechiometrii 1:1.
Tato reakce je nevratna a tvoii se pii ni resorufin (Obr. 6). Po inkubaci byly vzorky
zcentrifugovany a nasledné byl sebran supernatant. Poté 1ze méfit fluorescenci (excitace
pii 530 nm a emise pii 590 nm) pomoci mikrodestickového spektrofotometru. Spodni
hranice detekce H202 je 5 pmol, limit kvantifikace je 30 pmol. Porovnanim naméfenych
vysledki se standardni kfivkou definovanych koncentraci H.O> v pfitomnosti AR a HRP
je mozno vypocitat koncentrace vzniklého H20, (Nauseef, 2014). Hlavnimi problémy
této metody jsou jeji nekompatibilita s reduk¢énimi ¢inidly (napf. DTT, merkaptoethanol)

a nutnost zachovani uzkého rozmezi pH 7-8.

Jﬂ'sn"||ale><wI Red Resorufin
HO_ o - OH HO-_ ¢} ,..;D
N N
He /J*:--o HRP
»
H0, 1::)2

Obr. 6: Schéma oxidace AR na resorufin po oxidaci pomoci H,O; katalyzované HRP (upraveno
dle Karakuzu et al., 2019).
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2.4.1.2 Metoda s HVA

Martyn et al. (2006) provedli méfeni produkce H20O2 lidskych bunéénych kultur HEK
transfekovanych kosmidy nesoucimi gen pro Nox4. Do kazdé jamky desticky bylo
umisténo 1-3 x 10° bunék. Nasledujici den byly buiiky jednou promyty PBS pufrem. Poté
bylo do kazdé jamky ptidano 1-2 ml roztoku HVA (HVA, HRP v PBS s Ca?* a Mg?"),
ze kterého se po oxidaci pomoci H20; stava fluoreskujici dimer HVA (Obr. 7). Nésledné
byly buniky inkubovany pii 37 °C po dobu 30-120 min. V dalsim kroku byl ptidan HVA
stop pufr (glycin, NaOH, EDTA v PBS, pH 12) do roztoku HVA. Fluorescence je méfena
po excitaci pti 312 nm, emise pii 420 nm. Koncentrace H20> jsou z naméfenych hodnot

vypocitany podle kalibracni kiivky.

2.4.1.3 Metoda se skopoletinem

Pii vyzkumu Ginabreda et al. (2008) byly vzorky frakci z pozadované tkan¢ inkubovany
pii 30 °C v Na-fosfatovém pufru (pH 7,4) obsahujicim azid sodny, EGTA, FAD a CaCl..
Reakce byla zapocata ptidavkem NADPH. Poté byly kazdych 20 min sbirany pomérné
¢asti (alikvoty), které byly nasledn¢ smichany s HCI. Timto doSlo K zastaveni reakce
a odstranéni zbyvajiciho NADPH. Hodnoty koncentraci vzniklého H20- byly z alikvott
odecteny z tbytku fluorescence skopoletinu (Obr. 8) za pfitomnosti HRP ve fosfatovém
pufru (pH 7,8). Vlnové délky pouzité pro fluorimetrické méteni byly 360 nm pro excitaci
a 460 nm pro emisi. Specificka aktivita byla nasledné vyjadiena podle kalibra¢ni kiivky

na mg proteinu — nmol H.O2/h na mg proteinu.

CH,COOH CH,COOH CH,COOH
I I |
B H,0, .
b “ HRP 7 “ ”
MeO ,/ MeO \I/ \l/
OH OH OH
Nefluoreskujici monomer HVA Fluoreskujici dimer HVA

Obr. 7: Schéma mechanismu produkce fluoreskujiciho dimeru HVA po oxidaci pomoci H,02
katalyzované HRP (upraveno dle Paital, 2014).
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Obr. 8: Vzorec skopoletinu.

2.4.2 VyuZziti rhodaminové préby R19S pro histochemickou detekci Duox

Chenetal. (2016) vyuzil rhodaminovou probu R19S (Obr. 9) pro histochemickou detekci
kys. chlorné HOCI jako jednoho z produkti aktivity Duox ve stievech octomilek.
V prvnim kroku byly po dobu 2 h pii 25 °C dehydratovany 4-5 d staré samic¢i musky
v prazdnych plastovych doézach. Dale byly musky pfeneseny do plastovych déz
na kultivaci obsahujicich filtra¢ni papir nasakly roztokem Eccl5 (E. carotovora
carotovora 15) pro oralni infekci. Zde byly musky 30 min pii 25 °C. Nasledné byly
musky pfeneseny do plastové dozy na kultivaci obsahujicich filtraéni papir nasakly
roztokem Eccl5 s R19S po dobu 1 h pii 25 °C. Po anestezii s komeréné dostupnou
anestetickou COz stanici byly z musek v PBS pufru se rychle odpitvana (idealn¢ za méné
nez 30 s) stieva, ktera byla nasledné zafixovana v 4% paraformaldehydu (10 min pii
25 °C). Kazdy vzorek stfev byl nasledné promyt v roztoku PBS vychlazeném na ledu
a umistén na podlozni sklicko s pufrem. Poté bylo pomoci konfokalni mikroskopie
(excitace pfi 514 nm a emise pii 530-603 nm) mozné pozorovat signal fluorescencni

proby odpovidajici produkci HOCI ve stfevech.
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Obr. 9: Schéma syntézy R19S a reakce nefluoreskujici proby R19S s HOCI za vzniku vysoce
fluoreskujici R19 (upraveno dle Chen et al., 2016).

2.4.3 Ovéreni uracilu jako induktoru Duox ve sti‘evé Drosophila

Postup probihal podobné jako v pfedchozi metodé. Musky byly krmeny 5% roztokem
sachardzy obsahujicim réizné stimuly (Zivé bakterialni kultury o koncentracich 5 x 108
bunék, bakterialni supernatant — z kultur v pozdnich exponencialnich fazich; cca 5 x 10’
bakterii) nebo chemikaliim — uracil) po dobu 30 min bez R19S a 60 min s R19S
0 koncentraci 10 uM (Lee et al., 2013).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

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

Lach-Ner (Ceska republika): ethanol, formaldehyd, glycerol, chlorid draselny, chlorid
sodny, kyselina fosfore¢na, kyselina octova, peroxid vodiku.

Penta (Ceska republika): dihydrogenfosfore¢nan draselny, chlorid vapenaty.

Roth (Némecko): diaminobenzidin.

Serva (Némecko): kifenova peroxidasa.

Sigma-Aldrich (Némecko): dihydrat fosforecnanu disodného, hovézi sérovy albumin,
uracil.

Thermo Scientific (USA): difenyljodonium chlorid, NADPH.

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr InoLab pH levell(Inolab, Némecko)

Digitalni ptedvazky (Radwag®, Polsko)

Elektromagneticka michacka (IKA, Némecko)

Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Inkubaéni lazen Dry Bath Incubator (Major Science, USA)

Inkubovana ttepacka TS-100 (BioSan, LotySsko)

Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
Mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

Mikroskop Olympus BX50 (Olympus, Japonsko)

Vortex mixer (Stuart, UK)

3.1.3 Biologicky material

Vsechny véely byly poskytnuty z chovii Mgr. Jitiho Danihlika, Ph.D. Zivé véely byly
pouzity k histochemické detekci. Zamrazené vcely byly vyuzity ke stanoveni zmén
v aktivit¢ Nox/Duox po inokulaci riznymi patogeny (Tab. 1). V&ely byly inokulovany
patogeny bud’ oralng, nebo injekéné do hemolymfy. V piipadé oralni infekce byly jako
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kontrola pouzity v¢ely krmeny cukrem, inokulace prob&hla patogeny Paenibacillus
larvae (G+ bakterie) a Ascosphaera apis (houbovy patogen). V piipad¢ imunizace injekci
bylo do zadecku kontrolni skupiny vcel injektovano 5 pl sterilniho PBS pufru, do druhé
skupiny bylo injektovano 5 pl smési obsahujici 10° teplem usmrcenych bakterialnich
bun¢k Escherichia coli (G- bakterie) a P. larvae v 0,01M PBS pufru (pH 7,0) v poméru
1:1.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava biologickych vzorki pro Bradfordovu metodu a fluorimetrii

Nejprve bylo z kazdé skupiny zamrazenych v¢el navazeno mnozstvi o hmotnosti cca 1 g.
Toto mnozstvi bylo poté rozetfeno V tfeci misce ulozené na ledu. Nésledné byl do tteci
misky piidan zasobni pufr ve dvojnasobném mnozstvi k hmotnosti vcel. Dale bylo
pipetou sebrano co mozna nejvetsi mnozstvi uvolnéné tekutiny do 1,5ml mikrozkumavek
Eppendorf, které byly do centrifugace ulozeny naledu. Nasledné byly vzorky
zcentrifugovany 10 min pfi 16000 RCF a 4 °C. Posléze byl odebran supernatant, ktery
slouzil jako biologicky vzorek pro Bradfordovu metodu a fluorimetrii. Takto pfipravené
vzorky byly po celou dobu prace uchovavany na ledu a po dokonceni experimentu

uchovavany v mrazaku pti -20 °C.

3.2.2 Stanoveni celkového obsahu proteini Bradfordovou metodou
Ke stanoveni obsahu proteini byla pouzita modifikovana metoda s métenim pii 590

a 450 nm podle Zora a Selingera (1996).

3.2.2.1 Priprava pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla

Zasobni roztok Coomasie Blue byl pfipraven pfedem na Katedie biochemie rozpusténim
50 mg Coomasie Blue G250 v 25 ml 100% methanolu, 50 ml 85% kys. fosfore¢né
a doplnén ddH20O na 100 ml. Pti pripravé pracovniho roztoku Bradfordova cCinidla byl
zasobni roztok Coomasie Blue nafedén ddH>O v poméru 1:4 — byly pouzity 4 ml
Coomasie Blue a 16 ml ddH20. Vysledny pracovnik roztok ma hnédomodrou barvu a je

stabilni cca tyden pii 4 °C.
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Tab. 1: Parametry zamrazenych vzorki vcel.

Vzorek Patogen Typ inokulace Télni Casti ROlf .
zamrazeni

1 Kontrola oralné celé télo 2015

2 P. larvae oralné celé télo 2015

3 A. apis oralné celé télo 2015

4 Kontrola injekéné hlava + hrud’ 2018

5 E. coli + P. larvae injek¢né hlava + hrud’ 2018

3.2.2.2 Priprava standardi BSA (hovézi sérovy albumin)
Byl pfichystan zasobni roztok BSA o koncentraci 2 mg-ml™ (= 2000 pg-ml™?). Postupnym
fedénim byla pfipravena kalibra¢ni fada standardi BSA o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50,

75, 100, 250, 500 a 1000 ug-ml™.,

3.2.2.3 Postup méreni

Do jednotlivych jamek 96jamkové prihledné mikrodesti¢ky bylo postupné pipetovano
45 ul ddH20, 5 pl standardu nebo biologického vzorku a 200 pl pracovniho roztoku
Bradfordova ¢inidla. Nasledn¢ byla desticka mirné protiepana pro promichani vzorka
a ponechana v klidu cca 15 min, béhem kterych se vyvijelo zbarveni. Poté byla zméfena

na mikrodestickovém spektrofotometru PowerWave XS absorbance pti 590 a 450 nm.

3.2.3 Fluorimetrické stanoveni aktivity Duox pomoci AR

Pfi experimentu byla pouZzita modifikované metoda dle Diase et al. (2013) — AR reaguje
s peroxidem vodiku v pfitomnosti HRP ve stechiometrii 1:1 za tvorby resorufinu, ktery
lze stanovit méfenim fluorescence (excitaéni maximum pii 563 nm, emisni maximum

pti 587 nm).

3.2.3.1 Priprava zasobnich roztokii
K fluorimetrickému stanoveni aktivity Duox pomoci AR byly pfipraveny nasledujici
roztoky:
- Zasobni 50mM K-fosfatovy pufr (pH = 7,0): bylo navazeno 1,74 g smési pufru,
doplnéno H20 na objem 200 ml a upraveno na pH 7,0;
- 10mM AR - pripraveno na Katedie biochemie; 1,3 mg AR bylo rozpusténo
v 0,5 ml DMSO a zamrazeno pii -20°C;
- Kienova peroxidasa (20 U-ml™): navazka 0,2 mg HRP (aktivita 1000 U-ml?)

bylo rozpusténo v 10 ml zasobniho pufru a zamrazeno;
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- Zasobni roztok H202: byl pfipraven postupnym ftedénim 30% peroxidu

zasobnim pufrem na koncentraci 100 uM, ze které byly ptipraveny standardy.

3.2.3.2 Priprava standardua H20: pro kalibraé¢ni kiivku metody s AR

K fluorimetrickym méfenim obvykle sta¢i mensi koncentrace peroxidu, jelikoz je tato
metoda velmi citliva — jako detek¢ni limit kvantifikace H2O2 pomoci AR uvadi Zhou et
al. (1997) 5 pmol a vyrobce spektrofotometru Synergy HT (BioTek) dokonce 400 fmol
H202 v jedné jamce mikrodesticky. Standardy pro kalibra¢ni kiivku tedy byly pfipraveny
ze zasobniho 100puM roztoku H.O; v rozsahu 0,1-0,5-0,75-1-2,5-5-10 uM.

3.2.3.3 Priprava reaké¢niho ¢inidla

Reakeni Cinidlo bylo pfipraveno cerstvé pied kazdym experimentem smichanim 50 pl
zasobniho roztoku 10mM AR, 100 pl zasobniho roztoku HRP o aktivit¢ 20 U-ml?
a 4,85 ml zasobniho K-fosfatového pufru o pH 7. Celkem tedy bylo pfipraveno 5 ml

reakéniho Cinidla, coz teoreticky vystaci na 100 vzorkd.

3.2.3.4 Uprava biologickych vzorki p¥ed méienim

Ziskané biologické vzorky byly nasledné smichany s latkami ovliviiujicimi aktivitu
Nox/Duox (Tab. 2). Jako kontrola slouzila ¢ast biologického Vzorku 2, ktery byl
denaturovany pii 95 °C po dobu 10 min v inkubac¢ni ldzni Dry Bath. Vzorek pouzity pfi
meéfeni byl nasledné pfipraven smichanim 150 pl zasobniho pufru, 30 pl biologického
vzorku a 10 ul 10mM CaClz, ImM NADPH nebo 1mM DPI. Poté byly pfipravené vzorky
inkubovany V tfepacce 30 min pii 30 °C a 300 RPM.

3.2.3.5 Postup méreni

Do jednotlivych jamek 96jamkové cerné mikrodesticky bylo podle experimentu nejprve
pipetovano 50 pl biologického vzorku, standardu nebo blanku (zasobni pufr). V dal§im
kroku bylo pipetovano 50 pl reak¢niho ¢inidla. Poté se takto piipravené vzorky nechaly
inkubovat 10 min ve tmé pii laboratorni teplot€. Pro méfeni fluorescence byl pouzit
spektrofotometr Synergy HT. V programu GEN5 byla nastavena excitace pii 560 nm

a emise pii 587 nm.
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Tab. 2: Prehled vzorkl vyuzitych k fluorimetrickému stanoveni aktivity Nox (jednotlivé slozky
vzorku byly pfidavany v potadi zleva doprava).

Provedeni  Pufr Cca> NADPH  DPI Biologicky  Objem biol. vzorku/objem

vzorek vzorku (ul)
1 + - - - + 30/180
2 + + - + 30/190
3 + + + - + 30/200
4 + + + + + 30/210

3.2.4 Histochemicka detekce produkce H.O2 metodou s DAB
Byla vyuzita metoda s 3,3’-diaminobenzidinem (DAB), ktery po oxidaci peroxidem
vodiku v pfitomnosti proteinii obsahujicich hemovou skupinu (jako napf. peroxidasy)

vytvaii tmaveé hnéd¢€ zbarveny precipitat.

3.2.4.1 Priprava zasobnich roztoki
K histochemické detekci produkce H202 pomoci DAB byly pfipraveny nasledujici
roztoky:

- 10x PBS pufr (pH = 7,4): 10x koncentrovany; 16,1 g NaCl, 0,4 g KCI, 3,5 g
Na;HPO4.2H20, 0,5 g KH2POs v 200 ml H20O; pied pouzitim byl pufr 10x
nafedeén;

- 0,5% DAB: 25,3 mg DAB v 5 ml PBS pufr;

- DPI: pouzit stejny roztok jako pro fluorimetrii (viz kapitola 3.2.3.1);

- Uracil: 0,11 mg v 1 ml H20;

- Fixaéni roztok: 5% formaldehyd, 5% kys. octova, 70% ethanol ve 100 ml; bylo
smichano 13,51 ml 37% formaldehydu, 6,25 ml 80% kys. octové, 72,92 ml 96%
ethanolu a dopnéno na objem 100 ml 7,22 ml ddH20.

3.2.4.2 1zolace stiev vcel
Stfeva byla izolovana z uspanych vcéel A. mellifera tak, ze byl nejprve odsttizen zadecek
od hrudi (Obr. 10). Poté byla opatrné¢ narusSena kutikula zadecku tak, aby bylo mozné

pinzetou vypreparovat sttevo (Obr. 10).
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Obr. 10: Rozstiizena veela pied izolaci stiev ze zadeCku; 1 — hlava a hrud’; 2 — zadecek; 3 —
vypreparované stfevo.

3.2.4.3 Priprava vzorki pro histochemickou detekci Duox

Po odebrani byly vzorky stfev rozdéleny do 5 zkumavek a promyty v PBS pufru.
Ke zkumavce K (kontrola) byl pfidan 1 ml PBS pufru — slouzila jako negativni kontrola,
jelikoz se zde nevyvijelo zbarveni. Vzorky ve zkumavkach 1-4 byly inkubovany s 0,5%
roztokem DAB v PBS pufru, ptipadné s pfidavkem 20 pul ImM uracilu nebo 100 pl ImM
DPI (Tab. 3) tak, aby byl celkovy objem 1 ml. Nasledn¢ byly vzorky inkubovany 19 h pfi
pokojové teploté. Po inkubaci byly vSechny vzorky promyty v PBS pufru. Poté byly
vzorky inkubovany v 1 ml fixa¢niho roztoku a nakonec 2x proplachnuty v 70% ethanolu.
Nasledné byly vzorky stiev preneseny do kapky glycerolu na podloznim sklicku, prekryty

krycim sklickem a pozorovany pod mikroskopem.

Tab. 3: Piehled vzorkd pro histochemickou detekci s DAB a latkami ovliviiujicimi aktivitu Duox.

Vzorek DAB v PBS uracil DPI
K (kontrola) - - -
1 + - _
2 + + -
3 + - +
4 + + +
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3.2.5 Bioinformatické porovnani Nox/Duox octomilek a véel

3.2.5.1 Srovnani nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci
Pozadované geny pro Nox a Duox octomilek byly nalezeny v databazi Flybase
(http://flybase.org/, 22. 4. 2021) (Larkin et al., 2021). Jejich FASTA format (textovy

format nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci reprezentovany jejich
jednopismennymi zkratkami) byl vloZzen do vyhleddvace BLAST (,,Basic Local
Alignment Search Tool*) pro nukleotidy na strance NCBI, kde byl jako hledany
organismus nastaveny A. mellifera a vyhledavani bylo optimalizované pro jakkoliv
podobné sekvence (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE
TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome, 22. 4. 2021) (Altschul et al., 1990).

Aminokyselinové sekvence Nox a Duox octomilek nalezené na UniProt ve FASTA
formatu byly taktéz podrobeny BLASTu — pro porovnani na strankdch NCBI 1 UniProt
(https://www.uniprot.org/, 22. 4. 2021) (UniProt, 2019).

3.2.5.2 Teoretické stanoveni pl a Mw

Pomoci bioinformatickych metod Ize také teoreticky stanovit isoelektricky bod proteint
a spocitat jejich molekulovou hmotnost na serveru ExPASyY
(https://web.expasy.org/compute pi/, 29. 4. 2021) (Wilkins et al. 1998; Gasteiger, 2003).

Opét byly do vyhledavace zadany FASTA formaty Nox a Duox vcel i octomilek.

3.2.5.3 Predpokladana mista fosforylace

Aminokyselinové sekvence Nox a Duox vcel i octomilek byly ve FASTA formatu
vlozeny do vyhledavacée v programu GPS 5.0 (,,Group-based Prediction Systém*)
(http://gps.biocuckoo.cn/citation.php, 29. 4. 2021) (Wang et al., 2020). Pro srovnani byl

vyuzit internetovy nastroj NetPhos 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/, 29. 4.
2021) (Blom et al., 1999; Blom et al., 2004). Oba tyto nastroje slouzi k vyhodnoceni

nejpravdépodobnéjSich mist fosforylace na zaklad¢ jejich priméarni struktury a zndmé

specificity kinas.

3.2.5.4 Predpokladana mista N-glykosylace
Aminokyselinové sekvence Nox a Duox vcel i octomilek byly vlozeny ve formatu

FASTA na server NetNGlyc (http://www.chs.dtu.dk/services/NetNGlyc/, 25. 5. 2021),

ktery pomoci umélych neuronovych siti predpovida teoreticka mista N-glykosylace

proteini (Gupta a Brunak, 2001).
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3.2.5.5 Predpokladana 3D struktura
Aminokyselinové sekvence Nox a Duox vcel i octomilek byly ve FASTA forméatu
ziskaném na UniProt poslany na server iTasser, ktery provozuje Zhang Lab Michiganské

univerzity (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/, 22. 4. 2021) (Yang

a Zhang, 2015). Program iTasser pocitatové modeluje piedpokladanou 3D strukturu
proteini do 1500 aminokyselin. JelikoZ je Duox octomilek tvofena 1537

aminokyselinami, bylo prvnich 37 naleZicich k spole¢né doméné nutno vynechat.
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4 Vysledky a diskuze

Cilem experimentalni ¢asti bakalaiské prace bylo ovéfit tvorbu ROS pomoci enzymi
z rodiny Nox/Duox ve vzorcich v¢el. Toho bylo dosazeno pomoci fluorimetrické metody
s AR a histochemicky pomoci DAB. Dale byla zpracovano srovnani Nox a Duox

octomilek a véel pomoci zdkladnich bioinformatickych néstroj.
4.1 Stanoveni celkového obsahu proteinti Bradfordovou metodou

4.1.1 Uréeni kalibraéni primky metody

Z namé&fenych vysledkti zavislosti poméru absorbanci 590/450 nm na koncentraci
standardu BSA byla urena linearni regresi kalibra¢ni pfimka (Obr. 11). Do grafu byl
zanesen pouze prumér nametenych hodnot pro technické replikéty standardt z diivodu

ptehlednosti.
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y =0,0013x +0,7514

R*=0,9969

2,000 i

1,500

1,000

Pomér absorbanci 590/450 nm

0,500

0,000
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Obr. 11: Kalibraéni piimka stanoveni obsahu proteinti Bradfordovou metodou. Chybové tisecky
reprezentuji smérodatnou odchylku (SD) technickych triplikati méfeni.
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4.1.2 Stanoveni celkového obsahu proteint biologickych vzorki

V neziedénych vzorcich byl naméfeny pomér absorbance mimo kalibracni kiivku,
vSechny biologické vzorky byly proto pied méfenim 50x zifedény. Naméfené hodnoty
biologickych vzorkii byly nejprve zprimérovany a z nich pak byla vypoctena koncentrace

proteint. Vysledky pak byly prepocteny na realné hodnoty (Tab. 4).

4.2 Stanoveni obsahu H:O; fluorimetrickou metodou s AR

Nejprve bylo testovdno nastaveni citlivosti fotonasobie destickového fluorimetru
pro detekci fluorescence produktu. Pfi prvnim meéfeni standardli byla nastavena
automaticky podle standardu s nejvyssi koncentraci H.O> (10 uM) na S = 76. Tato
hodnota se vsak pfi méfeni biologickych vzorkt ukazala jako prili§ vysoka (fluorescence
byla vys$i nez je detekéni limit pfistroje). Citlivost tedy byla postupnym testovanim

nastavena na S = 60. Tato hodnota byla pouzita pii méteni vSech uvadénych vysledki.

4.2.1 Urdéeni kalibra¢ni primky

Z naméienych vysledkl zavislosti RFU na koncentraci H2O2 byla ur¢ena linearni regresni
kalibra¢ni ptimka (Obr. 12). Do grafu byl zanesen pouze primér naméfenych hodnot
z divodu piehlednosti. Pro urCeni rovnice kalibracni pfimky byla pro standard H>O>
o0 koncentraci 0,1 uM vynechana vychylena hodnota RFU 2915 z namétfenych hodnot:
2915, 2036 a 1991. Pravdépodobné byla zptisobena chybou pii pipetovani.

Tab. 4: Vysledky spektrofotometrie biologickych vzorkii a vypocétend koncentrace proteint
Vv jednotlivych vzorcich. Odchylky reprezentuji SD.

Vzorek Primémy pomér  Koncentrace proteini v 50x Koncentrace proteint v
A 590/450 ziedéném vzorku (ug-mlt)  neziedéném vzorku (ug-ml?)
1 1,169 + 0,032 321 16062
2 1,099 + 0,003 267 13369
3 1,285 + 0,058 410 20523
4 1,573 +0,109 632 31600
5 1,347* £ 0,054 458 22908

*Byla vynechana vychylena hodnota 0,815 znaméfenych hodnot: 0,815; 1,293; 1,401.
Pravdépodobné byla zplisobena chybou pfi pipetovani.
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Obr. 12: Kalibra¢ni piimka stanoveni obsahu H20, fluorimetrickou metodou s AR. Chybové
usecky reprezentuji SD technickych triplikatd mefeni.

Pomérné vysokou fluorescenci vykazoval také blank, jehoz praimérna RFU byla 1959,
coz je hodnota blizka nejnizsi koncentraci standardu 0,1 pM. Po pfepocteni z rovnice
kalibracni pfimky vychazi, ze blank obsahuje H20> o koncentraci 0,37 pM.
Pravdépodobnym divodem vysoké fluorescence blanku byla fotooxidace AR ptuisobenim
svétla nebo excitaéniho zafeni ve fluorimetru. Pro dalsi vysledky tedy byla koncentrace
0,1 uM brana jako spodni limit stanoveni H2O2 pomoci AR na spektrofotometru Synergy

HT, ackoliv se uvadi detekéni limit az 400 fmol H2O> v jamce mikrodesticky.

4.2.2 Stanoveni aktivity Nox/Duox

Vsechny biologické vzorky musely byt pfed méfenim ziedény — vzorek 1 byl zfedény
10x, vSechny ostatni vzorky byly zfedény 20x. Naméfené hodnoty biologickych vzorkt
byly nejprve zprimérovany a z nich pak byla vypoétena koncentrace H.O (Tab. 5-8).
Nasledné byla z hodnot namétfenych pii Bradfordové metodé a fluorimetrii Stanovena
mira aktivity Nox/Duox — jako koncentrace vytvoreného H.O2 na pg proteinu za jednotku
¢asu (Tab. 9).
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Tab. 5: Namétena RFU biologickych vzorki (n = 3) a vypoctené koncentrace vyprodukovaného
H,0; jednotlivych vzorkid inkubovanych v tiepacce 30 min pii 30 °C a 300 RPM v Provedeni 1
— pouze v K-fosfatovém pufru.

\zorek Priméméa REU Koncgntrvacg H.0; (uM) Koncervltraf:e’HZOz (uM)
v zfedéném vzorku v neziedéném vzorku
Denaturace 651+9 - -
1 3037 £ 187 1,60 16,03
2 3155+ 125 1,74 34,76
3 9560 + 199 9,04 180,83
4 5032 +£ 227 3,88 77,56
5 4209 + 522* 2,94 58,80

*Bylo pocitano s naméfenymi hodnotami: 3471, 4585 a 4571. Vychylena hodnota 3471 byla
zapocitana do prameéru, ale v pripadé moznosti dalstho meéfeni by bylo lepsSi experiment
zopakovat.

Tab. 6: Naméfena RFU biologickych vzorki (n = 3) a vypoétené koncentrace vyprodukovaného
H,0; jednotlivych vzorkid inkubovanych v tiepacce 30 min pti 30 °C a 300 RPM v Provedeni 2
— K-fosfatovém pufru s Ca?*.

Vzorek Priméméa RFU Koncentrace H,0; (uM) Koncentrace H,0; (uM)

v zfedéném vzorku Vv neziedéném vzorku
Denaturace 642 + 13 - -
1 2836 + 130 1,37 13,74
2 3487 + 72 2,12 42,33
3 8694 + 177 8,05 161,08
4 4589 +27 3,37 67,46
5 4159 £ 70 2,88 57,66

Tab. 7: Naméfena RFU biologickych vzorki (n = 3) a vypoctené koncentrace vyprodukovaného
H,0; jednotlivych vzorkd inkubovanych v tiepacce 30 min pii 30 °C a 300 RPM v Provedeni 3
— K-fosfatovém pufru s Ca?* a NADPH.

vVzorek Priimérna RFU Koncentrace H.O; (uM) Koncentrace H,O; (uM)

v ziedéném vzorku V neziedéném vzorku
Denaturace 655+ 17 - -
1 3010+ 172 1,57 15,73
2 4381 £ 95 3,14 62,72
3 9011 £ 97 8,42 168,31
4 4673 + 165 3,47 69,38
5 4008 + 159 2,71 54,21

Tab. 8: Namétfena RFU biologickych vzorkd inkubovanych v tfepacce 30 min pti 30 °C a 300
RPM v Provedeni 4 — K-fosfatovém pufru s Ca®*, NADPH a DPI.

\Vzorek Priméméa RFU Koncentrace H,0, (uM) Koncentrace H.O; (uM)

v zfedéném vzorku Vv neziedéném vzorku
Denaturace 591+9 - -
1 3022 + 181 1,59 15,86
2 3032 +45 1,60 31,95
3 8281 + 90 7,58 151,66
4 4469 £ 120 3,24 64,72
5 3831 +£298 2,51 50,18

41



Tab. 9: Vypoctena aktivita Nox/Duox (koncentrace vyprodukovaného H.O»/ug proteinu
jednotlivych vzorkia po 30min inkubaci) v jednotlivych Provedenich 1-4.

Provedeni 1 - Provedeni 2 - Provedeni 3 - Provedeni 4 -
Vzorek uM H202/ug uM H202/ug uM H2O02/ug  uM H202/pg
proteinu proteinu proteinu proteinu
Denaturace - - - -
1. Kontrola (oralni) 0,12 0,11 0,13 0,14
2. P. larvae 0,33 0,40 0,63 0,33
3. A apis 1,06 0,99 1,09 1,03
4. Kontrola (injek¢ni) 0,30 0,27 0,29 0,29
5. E. coli + P. larvae 0,31 0,32 0,32 0,31

Vysledky ukazuji, ze tvorba H2O> je zavisla na enzymech — kontrola s denaturovanymi
proteiny vykazovala pouze minimdlni fluorescenci a neobsahovala tedy vyprodukovany
H2>O02. Zajimavé ovsem je, ze RFU kontroly bylo o mnoho mensi nez RFU blanku, coz
muze byt vysvétleno pfitomnosti zhaSect (latek schopnych absorbovat energii
z fluoroforu).

Pti Provedeni 1, které neobsahovalo zadné latky ovliviujici aktivitu Nox/Duox je
z vysledkd Vzorkd 1-3 patrné, Ze oralné podavané patogeny zvySuji aktivitu Nox/Duox.
Vzorek 2 byl oralné infikovan P. larvae, ktera by jakozto G+ bakterie neméla
signifikantn¢ zvysit aktivitu Nox/Duox a méla by byt eliminovana predevsim pomoci
AMP. Imunita je vSak komplexni systém, do kterého je zapojeno mnoho faktort.
Z hlediska vysledki byl nejvétsim prekvapenim Vzorek 3, ktery byl ordln¢ infikovan
A. apis, houbovym v¢elim patogenem. Oproti Vzorku 1 v ném byla tvorba H.O2 na pg
proteinu zvysena 9x. Jako vysvétleni se nabizi vyssi infek¢nost oproti P. larvae, ktery
pro dospélé vcely neni vilbec infekéni (je zde pouzit jako modelovy zastupce G+
patogentl). Dal§im vysvétlenim muze byt, ze A. apis uvoliuje uracil, ktery funguje jako
elicitor Duox. Vzorky 4 a 5 bohuZzel s prvnimi tfemi nelze srovnavat, jelikoz byly
inokulovany patogeny injek¢né do hemolymfy (ke zkoumani aktivity hemocytt), byly
jinak staré a neobsahovaly zadecek. V tom je u hmyzu uloZena travici soustava, ve které
se tvoti ¢ast ROS pomoci Nox i Duox. Nebylo tak mozno ovéfit, Ze uracil uvolnény G-
bakteriemi indukuje aktivitu Duox ve stfevech. D4 se vSak aspon zhodnotit, do jaké miry
ovliviiuji patogeny tvorbu ROS v hlavé a hrudi. Ta vSak byla u obou vzorkt (kontrolniho
I infikovaného) velmi podobna ve vSech Provedenich, ovSem vy$s§i nez u kontrolniho
Vzorku 1. Mize to byt zptisobeno praveé aktivovanymi hemocyty, ale také pouze mensim
staifim vzorkd nebo z divodu del$iho vystaveni patogenim. Pro ovéfeni ovlivnéni

Nox/Duox patogeny jsou tedy vhodné piredevsim Vzorky 1-3.
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Pii Provedeni 2 — ptidani Ca?* byly vysledky prekvapivé. Ackoliv jsou Ca?* esencidlni
k funkci Duox, zvySeni jejich koncentrace vedlo ke zvySeni koncentrace H2O2 na pg
proteinu pouze u Vzorku 2. U Vzorku 3 byla dokonce mirné snizena. Da se tedy
predpokladat, ze koncentrace Ca®* ve vzorcich byla dostate¢nd k funkci Nox/Duox
a naopak zvyseni jejich koncentrace mohlo vést k indukci antioxida¢nich systému. Tato
skute¢nost byla objevena jak u zivoéichi, tak i u rostlin (Ben Amor et al., 2010; Sanchez-
Virosta et al., 2019).

Pii Provedeni 3 — piidani Ca?* a NADPH, které funguje jako substrat Nox/Duox, doslo
ke znatelnému zvyseni aktivity Nox/Duox opét pouze u Vzorku 2, kde se koncentrace
H202 na pg proteinu zvysila 2x oproti Provedeni 1.

Pii Provedeni 4 byl kromé Ca?* a NADPH ptidan také inhibitor Nox/Duox DPI. Opét
se jeho vliv vyznamné projevil pouze u Vzorku 2, kde koncentrace H>O2 na pg proteinu
klesla na pivodni hodnotu zjisténou pii Provedeni 1. DPI obecné inhibuje vSechny
flavoenzymy — je tedy mozné, Ze se nevazalo pouze na Nox/Duox — Kk ovéfeni by byla
tieba izolace membranové frakce pomoci ultracentrifugace. V experimentu DPI pracuje
antagonisticky k NADPH, které jakozto substrat zvySuje rychlost enzymové katalyzy.
V budoucnu by tedy bylo vhodné provést pokus, pfi kterém by byl vzorek inkubovan
pouze s DPI.

4.3 Histochemicka detekce aktivity Duox

Pii histochemické detekci aktivity Duox byly vzorky stiev véel inkubovany s DAB.
Hnédé zbarveni se po reakci H2O2 s DAB vyvijelo ve vSech nekontrolnich Vzorcich 1-4
(Obr. 13). Nejtmavsi zbarveni bylo patrné ve vzorku 2, ktery obsahoval elicitor Duox —
uracil. Naopak ovlivnéni zbarveni inhibici Duox pomoci DPI ve Vzorku 3 tak zifejmé
nebylo. Ve vzorku 4 spole¢né s uracilem vSak DPI zabranilo vytvofeni stejné tmavého

zbarveni jako ve vzorku 2.
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Obr. 13: Vzorky stiev véel po 19h inkubaci s DAB a latkami ovliviiujicimi aktivitu Duox
piipravené k mikroskopii; K — kontrola (bez DAB); 1 — DAB; 2 — DAB + uracil; 3— DAB + DPI;
4 — DAB + uracil + DPL.

Vsechny vzorky stiev vcel inkubované s DAB byly poté mikroskopicky pozorovany
a snimany (Obr. 14-19). Tento experiment slouzil pouze jako ovétfeni tvorby H20:
ve stievech pomoci metody s DAB, a také k ovéteni funkce uracilu jako elicitoru Duox

a DPI jako inhibitoru Nox/Duox.
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Obr. 14: Mikroskopicky snimek stfeva véely inkubovaného 19 h pouze v PBS pufru (negativni
kontrola); zvétSeni: 10x10; méfitko: 200 pm.
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Obr. 15: Mikroskopicky snimek stieva véely inkubovaného 19 h s DAB (Vzorek 1); zvétSeni:
10x10; meftitko: 200 um.
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Obr. 16: Mikroskopicky snimek stieva véely inkubovaného 19 h s DAB a uracilem (Vzorek 2);

zvétSeni: 10x10; méfitko: 200 um.

Obr. 17: Mikroskopicky snimek stieva véely inkubovaného 19 h s DAB a DPI (Vzorek 3);

zvétSeni: 4x10; meéritko: 1 mm.
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Obr. 18: Mikroskopicky snimek stieva véely inkubovaného 19 h s DAB a DPI (Vzorek 3);

zvétseni: 10x10; méfitko: 200 um.
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Obr. 19: Mikroskopicky snimek stieva véely inkubovaného 19 h s DAB, uracilem i DPI (Vzorek
4); zvétseni: 10x10; méftitko: 200 um.
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4.4 Bioinformaticka analyza

4.4.1 Srovnani nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci

Po hledani pomoci BLASTu se vysledky daji sefadit podle nékolika kategorii. Patii mezi
né: Skore — vyjadiuje kvalitu srovnani mezi sekvencemi, dale Hodnota E — oznacuje
statistickou vyznamnost srovnani (¢im mens$i Hodnota E, tim signifikantnéj$i shoda)
a procentualni Shoda porovnavanych sekvenci. Skore se pocitd pomoci logaritml
pravdépodobnosti pfifazeni nukleotidi nebo aminokyselin. Dale se d4 délit na Maximalni
— hodnota fragmentu s nejvyssi shodou, a Totalni — hodnota celé sekvence. Pfi analyze
vypocitanych homolognich sekvenci by mély byt upfednostiiovany vysledky oznacené
jako tzv. TPA (,,Third Party Annotation®) — shody pfifazené pii vyzkumu — nad shodami
pfifazenymi algoritmem oznacenymi ,,Predicted”. Pod oznacenim Shoda se oznacuje
stejny nukleotid nebo aminokyselina. Pozitiva oznacuji funkéné podobné aminokyseliny
(napf. threonin a serin).

Databdze na UniProt a NCBI nabizi kazd4 jiné informace o hledané sekvenci. BLAST
NCBI ma vSak vyhodu hledani homolognich nukleotidovych sekvenci (Tab. 10 a 12).
Dalsimi vyhodami jsou ptedev§im moznost hledani piimo zvoleného organismu
a vneposledni tadé oznaceni TPA. Obzvlast¢ u malo prozkoumanych proteint
U nemodelovych organismt (jako jsou Nox/Duox vcel) je vyhodné vyuzit srovnani

pomoci obou databazi (Tab. 11, 13 a 14).

Tab. 10: Nalezeny vceli homolog ke genu Duox octomilek v databazi NCBI; oznaceni genu
na Flybase: CG3131; délka fetézce: 14279 nukleotidi.

Gen Maximalni Totalni  Pokryti Hodnota  Shoda Délka
Skore Skoére (%) E (%) fetézce
Duox 857 1203 24 0,0 67,07 4449 BR000285.1

Oznaceni

Tab. 11: Nalezené vceli homologni proteiny k Duox octomilek v databazich UniProt a NCBI,
oznaceni hledaného proteinu na UniProt: Q9VQH2; délka fetézce: 1537.

Shoda Pozitiva Pokryti Délka

Databaze Oznaceni proteinu (%) (%) (%) fetézce
AOA7MT7L1F4 76,5 86,9 - 1314
UniProt AOA7M7MG50 75,7 86,8 - 1466
AOA7M7L500 75,2 86,3 - 1510
AOATM7KZ50 75,2 86,3 - 1618
Duox Isoforma X4 (XP_026295249.1) 76,5 - 85 1314
TPA: Duox (FAA00352.1) 75,8 - 95 1482
NCBI Duox Isoforma X3 (XP_006560555.2) 75,8 - 94 1466
Duox Isoforma X2 (XP_026295242.1) 75,5 - 96 1510
Duox Isoforma X1 (XP_026295241.1) 75,5 - 96 1618

48



Tab. 12: Nalezeny véeli homolog ke genu Nox octomilek v databazi NCBI; oznaceni genu
na Flybase: CG34399; délka fetézce: 9217 nukleotidd.

Gen Maximalni  Totalni  Pokryti Hodnota  Shoda Délka
Skore Skore (%) E (%) fetézce
Nox 137 602 10 8-10% 74,5 2199 BR000281.1

Oznaceni

Tab. 13: Nalezené vceli homologni proteiny k isoformé B Nox octomilek v databazich UniProt
a NCBI; oznageni hledaného proteinu ha UniProt: AOAOB4LFI7; délka fetézce: 1282.

Databize Oznaéeni proteinu Shoda Pozitiva Pokryti Délka

(%) (%) (%)  fetézce
UniProt AOATMTIIFO 58,2 72,2 - 1033
AOATMTINIY5 56,7 71,2 - 1084
TPA: NADPH-oxidasa (FAA00348.1) 65,3 - 54 732
NCBI Nox5 isoforma X2 (XP_016771540.2) 58,2 - 82 1033
Nox5 isoforma X1 (XP_016771539.2) 56,7 - 86 1084

Tab. 14: Nalezené vceli homologni proteiny k isoformé C Nox octomilek v databazich UniProt
a NCBI; oznageni hledaného proteinu na UniProt: ASDWJ8; délka fetézce: 1340.

Shoda Pozitiva Pokryti Délka

Databaze Oznaceni proteinu (%) (%) (%) fetézce
UniProt AOA7MT7IIFO 56,1 70,2 - 1033
ADATMTIIYS 54,7 69,3 - 1084
TPA: NADPH-oxidasa (FAA00348.1) 65,3 - 52 732
NCBI Nox5 isoforma X2 (XP_016771540.2) 56,2 - 83 1033
Nox5 isoforma X1 (XP_016771539.2) 54,9 - 87 1084

4.4.2 Teoretické stanoveni pl a Mw

Pii stanovovani isoelektrického bodu a molekulové hmotnosti Nox/Duox vcel
a octomilek na serveru EXPASy byla vyuzita primérna izotopova hmotnost. Hodnota
isoelektrického bodu je u vSech srovnavanych Nox/Duox velmi podobna — pohybuje se
v rozmezi pH 8,76-9,00 (Tab. 15). Molekulové hodnoty Duox octomilek i v¢el jsou taktéz
velmi podobné, stejné jako isoformy Nox octomilek (Tab. 15). Jedinou vyjimku tvofi

Nox vcel, ktera je oproti homolognim enzymiim octomilek téméf polovicn.

Tab. 15: Srovnani pI a My Nox a Duox octomilek a v&el pomoci serveru EXPASY.

Organismus Enzym pl Mw (Da)
Duox 8,77 177690

D. melanogaster Nox isoforma B 8,76 145777
Nox isoforma C 8,92 151571

A mellifera Duox 8,78 171279
Nox 9,00 85695
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4.4.3 Predikce fosforyla¢nich mist Nox/Duox
Bioinformatické programy stanovuji mista fosforylace ptredevSim podle primarni
struktury proteint a specifické fosforylace zndmych kinas. Ve vysledcich tedy bylo velké
mnozstvi nalezenych potencialné fosforylovatelnych oblasti. Bylo tedy nutné srovnat
nalezené sekvence se znamymi oblastmi. Bohuzel zatim neexistuje literatura zabyvajici
se fosforylaci Nox/Duox hmyzu. Na UniProt je vSak udaj o fosforylaci Duox octomilek
na serinu 826 a tyrosinu 1105. Tato informace byla testovana pomoci nastroju
NetPhos 3.1 a GPS 5.0 a (Tab. 16; Obr. 20).

Bioinformaticky se podafilo ovétit serin 826 jako predpokladané fosforylaéni misto
Duox octomilky, avSak ani jeden z pouZitych nastroji nevyhodnotil tyrosin 1105 jako
pravdépodobné misto fosforylace. K potvrzeni mist fosforylace bude tfeba vyuzit

experimentalni biochemické metody.

Tab. 16: Vysledky pfedpokladanych fosforylaci na aminokyselinadch 826 a 1105 Duox octomilek
podle serveru NetPhos 3.1.

Pofadi v 51 okyselin Kontext Kinasa Skére Predikce
sekvenci fosforylace
nespecifikovana 0,997 ANO
PKA 0,890 ANO
826 S RRRRSDASS PKG 0.610 ANO
RSK 0,599 ANO
INSR 0,436 -
EGFR 0,350 -
1105 Y PIQQYIPLD SRC 0.310 i

nespecifikovana 0,046 -

[ Predicted sites

Position Code Kinase Peplide Score Cutoff

12 5 AGC REHORAESHIRVERE 2,677 1,925

114 T AGC AGANRPSTRRLSELF 2034 1,925

118 g AGC RPSTRRLSRLIMRGH 3525 1,925

‘-'"”'3-2-5—_. g AGC PGERRRRSDASSDGE 3,535 1,925
[ —

1510 T AGC SCGPRPLIESVMSAC 2.3 1,925

1515 g AGC PLTESVMSACDEVHE 1,946 1,825

Obr. 20: Vysledky piedpokladanych mist fosforylace Duox octomilek podle programu GPS 5.0.
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4.4.4 Predikce N-glykosyla¢nich mist Nox/Duox

Stejn¢ jako u fosforylace zatim neexistuje zadna literatura zabyvajici se glykosylaci
Nox/Duox octomilek a v¢el. Opét se ale na UniProt nachazi udaj o glykosylaci Duox
octomilek — nachazi se na asparaginech 133, 233, 577 a 606. Tato informace tedy byla
ovéfena pomoci serveru NetNGlyc. Jako uspésné byly brany veskeré vysledky
s potencidlem glykosylace pfekonavajicim prah 0,5 (oznacené +).

Server NetNGlyc predikoval stejna mista N-glykosylace, jako jsou ta uvedena na
UniProt (Tab. 17). Byly tedy ovéteny i dal$i Nox a Duox octomilek a véel (Tab. 18-21).
Oznaceni PRO-X1 znamena, Ze se za potencialné glykosylovanym asparaginem nachéazi
prolin, a je tedy vysoce nepravdépodobné, ze zde bude ke glykosylaci redlné dochazet.
K potvrzeni mist N-glykosylace ale bude tfeba, stejné jako u fosforylace, vyuzit

experimentalni biochemické metody.

Tab. 17: Piedpokladana mista N-glykosylace Duox octomilek pomoci serveru NetNGlyc.

Poradi v sekvenci Kontext Potencial Rozhodnuti  Predikce N-glykosylace
133 NRTA 0,5597 6/9 +
233 NGTL 0,7450 9/9 ++
577 NSTD 0,6124 8/9 +
606 NATE 0,6328 9/9 ++
1521 NKTR 0,4681 5/9 -

Tab. 18: Piedpokladana mista N-glykosylace Duox v¢el pomoci serveru NetNGlyc.

Potadi v sekvenci Kontext Potencial Rozhodnuti  Predikce N-glykosylace

73 NRTA 0,5536 5/9 +

173 NGSL 0,5836 7/9 +

247 NPTM 0,6301 8/9 + (PRO-X1)

353 NSTI 0,6651 9/9 ++

436 NPSL 0,5897 8/9 + (PRO-X1)

518 NATG 0,5702 6/9 +

547 NSTM 0,5113 5/9 +

Tab. 19: Pfedpokladana mista N-glykosylace isoformy B Nox octomilek pomoci serveru
NetNGlyc.

Potadi v sekvenci Kontext Potencial Rozhodnuti  Predikce N-glykosylace
173 NCSS 0,6179 9/9 ++
477 NLSI 0,7322 9/9 ++
619 NFSI 0,5708 9/9 ++
657 NPTG 0,6866 9/9 ++ (PRO-X1)
990 NNSV 0,4152 6/9 -
1002 NKSL 0,5434 6/9 +
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Tab. 20: Pfedpokladana mista N-glykosylace isoformy C Nox octomilek pomoci serveru
NetNGlyc.

Poradi v sekvenci Kontext Potencial Rozhodnuti  Predikce N-glykosylace

173 NCSS 0,6174 9/9 ++

477 NLSI 0,7336 9/9 ++

619 NFSI 0,5732 9/9 ++

657 NPTG 0,6883 9/9 ++ (PRO-X1)

990 NNSV 0,4193 6/9 -

1002 NKSL 0,5482 6/9 +

1108 NRTG 0,4031 7/9 -

Tab. 21: Pifedpokladana mista N-glykosylace Nox vcel pomoci serveru NetNGlyc.

Potadi v sekvenci Kontext Potencial Rozhodnuti  Predikce N-glykosylace
157 NLSI 0,7129 9/9 ++
212 NVSL 0,7738 9/9 +++
243 NCSF 0,6607 9/9 ++
313 NYTL 0,6512 9/9 ++
336 NPTG 0,7414 9/9 ++ (PRO-X1)
514 NVSE 0,5476 6/9 +

4.4.5 Predikce 3D struktury Nox/Duox

Pomoci internetového nastroje iTasser byly z FASTA formatu vytvofeny 3D modely
enzymi Nox/Duox octomilek i vcel. Byly pouzity pouze modely oznacené jako
nejpravdépodobné;ji vystihujici redlnou strukturu proteinii. Nox octomilek mé 2 isoformy
B a C, jejichz struktura je téméf identicka (Obr. 21). Naopak Nox v¢el ma strukturu
odlisnou — je také tvoten polovi¢nim poc¢tem aminokyselin (viz kapitola 4.4.1) (Obr. 21).

Naopak 3D struktury enzymit Duox octomilek a vcel jsou vzhledoveé témét identické
(Obr. 22).

Obr. 21: Piedpokladané 3D struktury enzymu Nox; 1 — isoforma B octomilek; 2 — isoforma C
octomilek; 3 — v¢el. Vytvoreno serverem iTasser.
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Obr. 22: Piedpokladané 3D struktury enzyma Duox: 1 — octomilek; 2 — véel. Vytvoteno serverem
iTasser.
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S Zavér

Byla testovana metoda fluorimetrické analyzy aktivity Duox s vyuzitim ¢inidla AR

S témito zavery:

Teplotni citlivost aktivity Nox/Duox ukazuje na souvislost s proteiny;
Nejvyssi tvorbu ROS vykazoval vzorek infikovany houbovym patogenem A. apis,
ale ovlivnéni aktivity Nox/Duox pomoci Ca?*, NADPH a DPI bylo pozorovano

u vzorki véel infikovanych G+ bakterii P. larvae.

Dale byla histochemicky ovétena aktivita Nox/Duox ve stievech véel:

DAB je vyuzitelné k ovéfeni tvorby ROS ve stievech vcel pifi raznych
podminkach;

Uracil indukuje zvySenou koncentraci H,O, ve stievech vcel, pravdépodobné
indukci Duox, jak bylo prokazano u jinych druhtt hmyzu;

DPI neni schopno zabranit barveni pomoci DAB, ale je schopno eliminovat

indukci Duox uracilem.

Bylo provedeno bioinformatické srovnani Nox a Duox octomilek a véel:

Duox octomilek i1 v€el jsou homologni enzymy s podobnou velikosti, pl
I strukturou;
Nox octomilek a vcel vykazuji nizsi stupen podobnosti, hlavné ve velikosti

a struktufe.

Dalsi prace by méla byt zamétena na rozsiteni fluorimetrickych metod stanoveni H.O>

0 metodu s HVA a skopoletinem a jejich srovnani s metodou s AR. Piiprava vzorku by

méla zahrnovat izolaci membranové frakce pomoci ultracentrifugace. Dale na vyuZiti

rhodaminové proby R19S K histochemické detekci ROS ve stievech véel. VSechny

pokusy by mély byt rozSifeny o dal$i druhy vcelich patogennich 1 symbiotickych

mikroorganismu.
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7 Seznam pouzitych zkratek
AIR
AMP
AR
BSA
CGD
DAB
DNA
DPI
Duox
FAD
GDP
GTP
HEK
HRP
HVA
IMD
ISC
JNK
LDH
LPO
MAMP
MPO
Mw
NAD(P)H
NET
Nox
Noxa
Noxo
pl
PMA
PRR
RCF

autoinhibi¢ni oblast
antimikrobialni peptidy
AmplexRed

hovézi sérovy albumin

chronické granulomatosni choroba
3,3"-diaminobenzidin
deoxyribonukleova kyselina
difenyljodonium chlorid

dudlni oxidasa
flavinadenindinukleotid
guanosindifosfat

guanosintrifosfat

lidské embryonalni ledvinové bunky
kienova peroxidasa

kyselina homovanilova

L~immune defficiency*

stfevni kmenové bunky

Jun N-terminalni kinasy
laktatdehydrogenasa
laktoperoxidasa

molekularni vzory asociované s mikroby
myeloperoxidasa

molekulova hmotnost
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)
neutrofilni extracelularni past
NADPH-oxidasa

Nox-aktivator

Nox-organizer

isoelektricky bod

phorbol 12-myristat 13-acetat
oblast bohata na prolin

relativni centrifugacni sila
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RFU relativni fluorescen¢ni jednotka

ROS reaktivni formy kysliku
SH3 Src homologie 3
SOD superoxid dismutasa
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