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Abstrakt

Vrstva epitelidlnich bunék odd¢€luje rozhrani mezi vnitinim a vnéjS$im prostfedim
hmyzu. Stievni epitel hmyzu hraje dalezitou roli v mnoha procesech, které zahrnuji
vyzivu, imunitni reakce a osmoregulaci. V teoretické ¢asti této prace jsou zpracovany
dostupné poznatky o slozkach a funkci epitelialni imunity hmyzu se zaméfenim na roli
reaktivnich forem kysliku, oxidu dusnatého a antimikrobialnich peptidi, jakozto
hlavnich signalnich a efektorovych molekul.

V praktické ¢asti byly véeldm extrahovany travici soustavy, které byly inkubovany
s lipopolysacharidem a odebirany v riznych ¢asovych intervalech. V extraktech téchto
travicich soustav byla nasledné stanovovana specificka aktivita katalasy

a superoxiddismutasy a koncentrace NOz, jakozto jediného stabilniho kone¢ného
produktu autooxidace NO ve vodném roztoku v nepfitomnosti hemoproteini. Dale
byla provedena mikroskopicka detekce peroxidu vodiku, superoxidového
anionradikalu a oxidu dusnatého bez inkubace a s inkubaci s lipopolysacharidem.
Peroxidu vodiku byl detekovan pomoci 0,5% roztoku diaminobenzidinu,
superoxidovy anionradikal pomoci 2mM roztoku tetrazoliové modii a oxid dusnaty
pomoci fluorescencni sondy DAF-FM diacetat. Byla provedena také tricinova
elektroforéza extraktii vzorkt travicich soustav a imunochemické detekce
antimikrobialnich peptidii defensinu a abaecinu po pfenosu proteinii a peptidi

na nitrocelulosovou membranu.

Specificka aktivita katalasy se pii inkubaci s lipopolysacharidem v ¢ase zvysovala,
nejvyssi byla po 18 hodinach. Specifické aktivita superoxiddismutasy vykazovala
nejvyssi hodnoty po 8 hodinach inkubace s LPS. Nejvyssi koncentrace NO2™ byla
nameétena po 2 hodinach inkubace s LPS a postupné se snizovala. Mikroskopickou
detekci bylo potvrzeno, Ze pti styku s bakteriemi nebo jejimi slozkami dochazi ke
zvySené produkci H202, O2™ a NO. Pro vizualizaci proteind na gelech se lépe osveéd¢il
kit One-step Lumitein Protein Gel Stain. Imunochemicka detekce defensinu

a abaecinu nebyla uspésnd, pravdépodobné vzhledem k jejich nizké koncentraci

Vv epitelidlnich bunkach.
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Cile prace:

-Vypracovat literdrni reSer$i shrnujici dostupné poznatky o slozkach a funkeci
epitelidlni imunity v travici soustavé hmyzu, se zamétenim na tlohu reaktivnich forem
kysliku (ROS), oxid dusnatého (NO) a antimikrobidlni peptidy (AMP) jako signdlnich

a efektorovych molekul.
-Zavedeni metod detekce vybranych zastupcti ROS, NO a AMP ve sttevech hmyzu.

-Studium zmén vybranych parametrt epitelidlni imunity po inkubaci travici soustavy

dospélych vcel s lipopolysacharidem v laboratornich podminkéach.



1 Uvod

Stfevni epitel hmyzu hraje dulezitou roli v mnoha procesech, které zahrnuji vyzivu,
imunitu a osmoregulaci. Vrstva epitelidlnich bunék odd¢€luje rozhrani mezi vnitinim a
vnéjSim prostfedim hmyzu. Stievni epitel disponuje dvémi obecnymi funkcemi
odpovédi hmyzu na jejich Zivotni prostiedi: komunikace od vnéjSich podnétu do
vnitiniho prostedi a ochrana vnitfnich prostor proti nepfiznivym vnéj$im podminkam
(napf. sucho) a biotickym antagonistim (Huang et al., 2015). Ve vSech zivo¢isnych
stievech se nachazi velké mnozstvi mikroorganismi (Hooper a Gordon, 2001). Tento
neustaly kontakt s mikroorganismy by byl velmi nebezpecny, protoze stievni
pathogen-associated molecular patterns). Mezi tyto latky patfi naptiklad
lipopolysacharid a peptidoglykan, které jsou schopny vyvolat hostitelskou imunitni
odpovéd’ (Denkers, 2010; Honda a Takeda, 2009). Dva druhy molekul jsou zapojeny
do stfevni obrany octomilky (Drosophila melanogaster). Zaprvé, produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) a oxidu dusnatého (NO) bylo prokazano, ze tyto molekuly zabiji
patogeny a spousti downstream imunitni odpovédi. Druhou stfevni imunitni obranou

je produkce antimikrobialnich peptidi (AMPs) (Tzou et al., 2002).
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Funkce a signalni drahy epitelialni imunity hmyzu

Imunitni odpovéd’ u octomilky Drosophila melanogaster se projevuje v nejméngé tiech
zpusobech, prvni, humoralni odpovéd generuje AMPs, druha, bunéénd odpoveéd
zptisobuje fagocytdzu nebo enkapsulaci parazita, tieti, fenoloxidasova reakce vklada
melanin okolo ran a cizich objektt (Hultmark, 2003). Buiiky obsahuji receptory, které
rozeznavaji molekularni ligandy. Tyto ligandy jsou produkovany patogeny. Jsou to
dobie uchovavané molekuldrni struktury exprimovany riznymi patogeny (Buchmann,
2014). Po vazbé receptor-ligand signalni transdukce zahdji komplexni kaskadu
signalnich reakci, které vedou k produkci jedné nebo vice efektorovych molekul.
Signalni drahy hmyzu jsou prostudovany piedev§im na octomilce D. melanogaster
a komarovi Anopheles gambie. Octomilka disponuje dvémi nezavislymi signalnimi
drahami, které vedou k aktivaci NF-«kB transkripéniho faktoru (IMD a Toll draha)
(Silverman a Maniatis, 2001) a JAK/STAT signalni drahou (Harrison et al., 1998),
ktera je zprostiedkovana cytokiny (Geng et al., 2016).

2.1.1 IMD draha

IMD drdha je aktivovdna gramnegativnimi bakteriemi. Aktivuji ji proteiny
rozpoznavajici peptidoglykany PGRP-LC (peptidoglycan recognition protein LC)
vazané na povrchu buné¢né membrany (Silverman et al., 2000). IMD draha mize byt

také aktivovana z cytoplasmy pies spojovaci variantu PGRP-LE. (Kaneko et al.,
2006).

2.1.1.1 Mechanismus signalizace

Intracelularni signalizace je iniciovana ptfes RHIM (RIP homotypni interakéni motiv)
-like motivy nalezené na N-konciu obou PGRPs a signal je dale pfenaSen downstream
ptes neidentifikovany adaptorovy protein (Kaneko et al., 2006). Signal je nasledné
transdukovan ve dvé geneticky odlisné vétve, které se opét sbihaji a aktivuji
transkrip¢ni faktor NF-kB zvany Relish (Rel) (Costa et al., 2009). Prvnim zptisobem
je signal propagovan pies dTAK1 (Drosophila transformujici ristovy faktor
aktivovany kinasou 1) (Vidal et al., 2001; Silverman et al., 2003) do Kenny a Ird5
(homology IKKy a IKKB u octomilky), které podnécuji fosforylaci Rel (Rutschmann
et al., 2000; Lu et al., 2001). Kenny je slozka IkB kinasového komplexu (IKK), ktery
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se sklada z IKKp/ird5 a IKKy/kenny a je rozhodujici pro translokaci Relish do jadra
a navozeni exprese gent antimikrobialnich peptidi (AMPs) (Tusco et al., 2017).
Druhym zptsobem je signal ptenasen ptes dFADD (Fas-asociaovany protein smrtici
domény u Drosophila) (Leulier et al., 2002) a vede k aktivaci caspasy-8 homologni
Dredd, ktera je potiebna pro $tépeni fosforylovaného Rel na Rel-68 a Rel-49 (Leulier
etal., 2000; Stoven et al., 2003; Hultmark, 2003). N — konec REL-68 fragmentu, ktery
obsahuje DNA-vazebné Rel homologni misto, se translokuje do jadra, kde se vaze na
kB-like elementy v promotorech antimikrobialnich geni a dochazi k expresi
antimikrobialnich peptidl proti gramnegativnim bakteriim. Druhy fragment REL-49
je IkB-like a zastava v cytoplasmé piekvapivé bez inhibice aktivity fragmentu

REL- 68 (Hultmark, 2003).

2.1.2 Toll draha

Tato draha byla identifikovana jak u savct, tak iu octomilky Drosophila melanogaster
(Leclerc a Reichhart, 2004), ale také u rostlin a ostatnich zivo¢ichti (homologni sav¢i
toll-like receptory) (Zasloff, 2002). Hmyzi Toll a Toll-like receptory (TLR) jsou
transmembranové signalni proteiny, které hraji diilezitou roli v imunité a vyvoji

(Evans et al., 2006).

2.1.2.1 Mechanismus signalizace

U octomilky se Toll signalni dréha odehrava, kdyz se citokin-like molekula, zvana
Spitzle, navaze na extracelularni doménu transmembranového Toll receptoru (Evans
et al., 2006). Aktivace tohoto komplexu vede k degradaci NF-«kB inhibitoru (1kB),
tzv. Kaktusu, a nasledné dochazi k translokaci NF-kB transkripéniho faktoru, zvany
Dorsal (nebo DIF (dorsal-realted immunity factor)), do jadra (Royet et al., 2005).
V nestimulovanych buiikach jsou Dorsal a DIF uchovany v cytoplasmé, kde interaguji
s IkB proteinem Kaktus, ktery je homologni se sav¢im IkBa proteinem. Stimulace Toll
membranového receptoru houbami a grampozitivnimi bakteriemi indukuje fosforylaci
N-konce Kaktusu neznamou kinasou, dochazi k ubikvitaci a spousti se degradace
Kaktusu v proteasomu (Hultmark, 2003). Tato draha vede k produkci antihoubovyvh
peptidi, jako napiiklad drosomycinu (Silverman a Maniatis, 2001) ¢&i
antimikrobialnich peptidit (Hoffmann, 2003). Pouze DIF je vyuZivany u imunitni
odpovédi dospélet, u larev jsou vyuzivany DIF i Dorsal (Beinke a Ley, 2004).
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Obrazek 1 Schéma signalnich drah Toll a IMD (pfevzato a upraveno z Beinke a Ley, 2004)

Mnoho genovych produktt zprostiedkovava signalizaci mezi Toll a DIF a vétSina je

zapojena do faktori v lidské IL-1 a Toll-like receptor (TLR) draze (Hultmark, 2003).

2.1.3 JAK/STAT draha

JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription; Janus
kinasa/signalni pfevodnik a aktivator transkripce) (Geng et al., 2016) signalni draha
muze také prispivat k vrozené imunit¢ navozenim komplement-like faktori
a poliferaci hemocytt (Evans et al, 2006). Ukazalo se, Zze se tato draha ucastni
v antivirové odpovédi u octomilky (Dostert et al., 2005). Tato draha je
zprosttedkovand mnohymi cytokiny a regulovana dilezitymi biologickymi procesy,
jako je imunoregulace, bunécnd proliferace, diferenciace a apoptdoza (Brivanlou
a Darnell, 2002). Proteiny zapojené v této draze a zakladni funkce jsou vysoce
zachovany od savcl po bezobratlé (Horvath a Darnell, 1997). Hmyzi JAK/STAT
signalni draha byla poprvé nalezena u octomilky (Harrison et al., 1998) a bylo také
identifikovano mnoho signéalnich faktort, jako extracelularni ligand (neparovy, UPD),
transmembranovy receptor (domeless, DOME), janus tyrosin kinasa (hopscotch,

HOP), transkripéni faktory (STAT 92 E), supresor signalizace cytokinii (SOCS),
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inhibi¢ni protein aktivovaného STAT (PIAS) a adaptorova molekula pro pienos

signdlu (STAM) (Arbouzova a Ziedler, 2006).

2.1.3.1 Mechanismus signalizace

Ligand (UPD) se vaze s predimerovanymi komplexy DOME nebo HOP a poté je
aktivovan fosforylaci. Fosforylace DOME nebo HOP mtize vazat a posilovat normalné
cytosolické STATs (Geng et al., 2016). Cytosolické STATSs jsou fosforylovany a
utvaii STAT dimery, které jsou translokovany do jadra a vazou se na palindromatickou
sekvenci DNA v promotorech cilovych gent a aktivuji transkripci (Hombria a Brown,
2002).

Legenda:

‘ Ligand (UPD)

" Receptor (DOME)

X B+ Hop)
i f
g STAT

Jadro ® Fosforylace

Cytoplazma TTCnnGAA Il Jaderny por

Obrazek 2 Schéma signalni drahy JAK/STAT (pievzato a upraveno z Arbouzova a Ziedler,
2006)
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2.1.3.2 Signalni faktory u riznych druhi hmyzu

Funkéni proteiny JAK/STAT signalni drahy u bource morusového (Bombyx mori) jsou
vysoce homologni s proteiny octomilky (Li et al., 2003) a kli¢ovi ¢lenové JAK/STAT
signalni drahy u octomilky jsou podobné lidskym (Rawlings et al., 2004). Kazdopadné
bioinformatické analyzy byly netspé$né v detekci orthologt octomilky Updl, Upd2
a Upd3 v genomu bource a EST knihovny (Cheng et al., 2009) naznacujici, ze aktivace
JAK/STAT signalni drahy u bource mtze byt zprostiedkovand jinymi neznamymi
ligandy (Geng et al., 2016). V¢eli homology pro JAK/STAT signalni drahu octomilky
zahrnuji cytokinovy receptor domeless (DOM), janus tyrosin kinasu (hopscotch,
HOP), STAT 92 E transkrip¢ni faktor a dva negativni regulatory drahy SOCS a PIAS
(Evans et al., 2006). Orthology dvou identifikovanych slozek této drahy (Baeg et al.,
2005; Miiller et al., 2005), tyrosin fosfatasa Ptp61F (XP392429) a WD40 a doména
obsahujici brom BRWD3 (XP395263) jsou také pfitomny u véely medonosné (Evans
et al., 2006). Ackoliv kli¢ovy ligand UPD nebyl nalezen v genomu véely medonosné,
pritomnost cytokinového receptoru gpl30 (homolog Domeless) a vSech ostatnich
¢lent signalni drahy naznacuji, zZe tento mechanismus miize byt bézny u hmyzu a je

neporuseny jak u véel, tak u musek (Evans et al., 2006).

2.2 Reaktivni formy kysliku

VSechny aerobni organismy produkuji reaktivni formy kysliku (ROS) v procesu jejich
oxidativniho metabolismu, vyskytujici se v mitochondriich, chloroplastech
a peroxisomech. Vznikaji redukci O2 a mohou poskodit lipidy, proteiny a nukleové
kyseliny (Felton a Summers, 1995). Tyto reaktivni formy kysliku zahrnuji
superoxidovy anionradikal O2", hydroperoxylovy radikal HO>", peroxid vodiku H>O-
a hydroxylovy radikal *OH. VSechny tyto slouceniny jsou meziprodukty, které
vznikaji béhem premény O na H>O a jsou odvozeny od enzymatickych reakci
a autooxidace redox-aktivnich sloucenin, které se nachazi ve vSech Zivych buikach
(Weirich et al., 2002).

2.2.1 Tvorba reaktivnich forem kysliku

V organismu existuje mnoho prostfedkit pro tvorbu ROS, které zahrnuji
mitochondrialni dychaci fetézec, NADPH-oxidasu fagocytl, systém P450, rozpustné

oxidasy a autooxidace mnoho malych molekul (Hermes-Lima a Zenteno-Savin, 2002).
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0,+e” » 03

05"+ H* - HO;

HO; +e~ +H" - H,0,

H,0,+e~ > HO™ + HO »

HO ¢ +e~ - H,0
Obrazek 3 Rovnice vzniku ROS (ptevzato a upraveno z Pardini, 1995).
S ohledem na jejich funkéni a vyvojové rozmanitosti vyuziva hmyz rtizné cytotoxické
mechanismy v ochran¢ proti parazitim a patogenim. ROS jsou produkovany u hmyzu
jako ochrana proti endoparazitim (Nappi a Vass, 1993).

Ctyfelektronova redukce O, na H,O dava aerobnim organisméim obrovskou
energetickou vyhodu oproti anaerobnim organismim. Kazdopadné nekompletni

redukce O zvySuje oxidacni stavy ROS, které poskozuji burniky (Pardini, 1995).

2.2.1.1 Biologické zdroje pro produkci ROS

Redox-aktivni latky, jako katecholy, mohou byt pievedeny z jejich plné redukované
formy na semichinonovy radikal SQ°, meziprodukt z 1-elektronové oxidace, nebo
enzymaticky, poté jsou pln¢ oxidovany na chinonovou formu. Reaktivni radikal SQ*
miize reagovat s Oz za presunu neparového elektronu, ktery generuje Oz (Pardini,
1995). Existuji riizné mechanismy enzymatického vzniku O2", které jsou uvedeny
Vv tabulce 1. Typickym piikladem vzniku je reakce katalyzovana xantinoxidasou:

Xantin + H,0 + 0, - urat + 05~
Tvorba peroxidu vodiku probiha z hydroxyperoxylového radikalu HO>":
HO;+ e~ + HY - H,0,
nebo dismutaci O2™
0;°+05;°+2H* - H,0, + 0,

Peroxid vodiku miZze také vznikat piimou dvouelektronovou redukei kysliku
za katalyzy mnoha peroxisomalnimi flavinovymi enzymy, jako napt. glukosaoxidasa,

uratoxidasa a D-aminooxidasa:

a — D — aminooxidasa + H,0 + 0, - a — oxo kyselina + NH; + H,0,
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Tabulka 1 Biologické zdroje produkce O2™ (pfevzato a upraveno z Pardini, 1995).

Autooxidace redox-aktivnich slou¢enin | Enzymové zdroje

Katecholaminy Aldehydoxidasa (EC 1.2.3.1)
Hemoglobin Cytochrom-P450-reduktasa (EC 1.6.2.4)
Myoglobin Galaktosaoxidasa (EC 1.1.3.9)
Redukovany ferredoxin NADPH-oxidasa (EC 1.6.3.1)
Tetrahydropteriny Indolamindioxygenasa (EC 1.13.11.52)

Nekteré znamé zdroje O2™ jsou uvedeny v tabulce 1.

Hydroxylovy radikal (HO") mlze byt tvofen pieménou kovi jako zelezo a méd

ve Fentonove reakci:

05° + Fe3* - Fe?* + 0,
H,0, + Fe?* - Fe3* + HO « +HO™
Celareakce: 0;°+ H,0, - HO « +HO™

Askorbat a glutathion (GSH) se vyskytuji ve vys$$ich koncentracich nez O2" a tyhle
reduktanty, stejné jako exogenni flavonoidy, mohou urychlit tvorbu HO" redukci Fe®*

na Fe?*, coz mize ptimo §tépit H202 na produkty:

H,0, + Fe* - Fe3* + HO « +HO~(Pardini, 1995).

2.2.1.2 Tvorba ROS jako imunitni odezva

Vzhledem K jejich reaktivni povaze maji ROS mikrobicidni ucinky. Klicovym
antimikrobidlnim enzymen je NAD(P)H-oxidasa (H20-tvoiici) (EC 1.6.3.1) (Duox,
Dual oxidasa), ktera je lokalizovana na apikalni membrané enterocytd (Huang et al.,
2015). Utvafi udrzovanou rodinu molekul, ktera obsahuje NADPH doménu
a N- terminalni extracelularni peroxidasovou doménu (PHD), ktera mtize produkovat
ROS regulovanym zptisobem (Ritsick et al., 2004). Inaktivace Duox genu pomoci
RNA interference (RNA1) blokuje produkci ROS ve stfevé infikovanych musek, coz
naznacuje, ze tento enzym je jedinym zdrojem ROS v epitelialnich bunkach (Ha et al.,
2005). Nadmérna produkce ROS, ktera je Skodliva pro hostitele, je zhaSena pomoci
imunitné reagujici katalasy (IRC) u octomilky. Uml€eni IRC pomoci RNAi vede
k vyssi produkci ROS a vétsi imrtnosti musek, coz ukazuje, ze IRC zajistuje

antioxida¢ni ochranny systém octomilky (Ha et al., 2005). IRC a Duox fenotypy
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ukazuji, ze dobra redox rovnovaha je klicova pro kontrolu mikroorganismi v lumenu
stteva (Lemaitre a Hoffmann, 2007). ROS-dependentni stfevni imunita neni spousténa
IMD dréahou a slouzi jako dalsi bariéra proti pozitym mikroorganismiim (Ryu et al.,
2006).

2.2.1.3 NADPH-oxidasa

Mikrobicidni role ROS ve vrozené imunité je nejlépe ilustrovand u fagocyti.
Ve fagosomu fagocyti se nachazi NADPH-oxidasa, ktera produkuje superoxid
Z kysliku. Superoxid dale dismutuje na H.O, enzymaticky i neenzymaticky. Peroxid
vodiku mtize byt dale preveden na vysoce mikrobicidni HOCI myeloperoxidasou
(MPO) (EC 1.11.2.2)) (Ryu et al., 2010). Enterocyty octomilky maji dalsi NADPH
oxidasu (NOX; EC 1.6.3.3), ktera je aktivovana nepatogenni bakterii Lactobacillus,
pro produkci ROS, které plni funkci lokalni signdlni molekuly bez zdanlivych
Skodlivych efektd na bakterii nebo epitelialni bunky (Jones et al., 2013).

V genomu octomilky byl nalezen jeden Nox gen a jeden Duox gen (Ha et al., 2005).
Strukturni analyzy ukézaly, ze DUOX obsahuje gp91°"°% homologni doménu typickou
pro vSechny ¢leny NOX rodiny, kteréd je zodpoveédna za tvorbu H20: a extracelularni
peroxidasa-homologni doménu (PHD) (Ryu et al., 2010). PHD je zachovana u DOUX
rodiny enzymu od obratlovcl po bezobratlé, piestoze neni jasné, jestli PHD ma nebo
nema enzymatickou aktivitu u savci (Meitzler a Montellano, 2009). Hodnoceni
enzymatické aktivity PHD octomilky ukéazalo, Ze nizké koncentrace H>O2 mohou zabit
bakterie in vitro v pfitomnosti rekombinantni PHD chlorid-dependentnim zptisobem,
coZ naznacuje, ze PHD ma enzymatickou aktivitu podobnou MPO, kterd umoznuje
preménu H202 na HOCI v ptitomnosti chloridovych iontd (Ryu et al., 2010). Protoze
NADPH oxidasa, které chybi PHD, nemtze plné¢ podporovat mikrobicidni G¢inek
ve stievé, je pravdépodobné, ze PHD NADPH-oxidasy je nezbytna pro hostitelsky
obranny systém (Ha et al., 2005).

Objev nezbytné role NADPH-oxidasy V epitelialnich bunkach stieva odhalil,
7e oxida¢né-dependentni imunita neni omezena na fagocyty, coz rozsifuje koncept
imunity zalozené na ROS v epitelidlnich bunkach, které jsou v kontaktu s mikroby
(Ryu et al., 2010).
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2.2.1.4 Regulace aktivity NADPH-oxidasy

Model octomilky odhalil, ze mikrobialni komponenty, jiné nez peptidoglykan (PG),
jsou zapojeny v NADPH-oxidasa-dependentni tvorby ROS in vivo a in vitro. Tyhle
ne-PG ligandy jsou rozpoznavany neznamym receptorem spojenym s G proteinem
(GPCR) a ptedavaji signaly na Caq a fosfolipasu CB (PLCP), coz vede k mobilizaci
intracelularniho vapniku ptes tvorbu inositoltrifofatu (IP3). Tahle PLCP/IP3-
dependentni mobilizace vapniku je dostate¢na pro spontanni aktivaci NADPH-oxidasy
a naslednou tvorbu ROS. Aktivace PLCp je konstitutivni za béZnych podminek, i kdyz

na nizké urovni, ktera udrzuje nizkou aktivitu NADPH-oxidasy (Ha et al., 2009).

2.2.1.5 Regulace exprese NADPH-oxidasy

Genova exprese NADPH-oxidasy je vysoce regulovana v odpovédi na infekci (Ryu
et al., 2010). Ha et al. (2009) pouzili octomilku jako model, aby ukazali, Ze indukce
Duox genu ve stfevé je potiebna pro preziti hostitele po tézkém napadani
mikroorganismy. Po mikrobidlni infekci, vysoka koncentrace mikrobidlnich liganda
(PG i ne-PG ligandy) pfechodné vyvolavala expresi Duox pies MEKK1-MKK3-p38
drahu (Ha et al., 2009). Peptidoglykan miize vyvolat expresi Duox, ale ne jeji aktivitu
(Ryu et al., 2010). P-38-dependentni aktivace transkripéniho faktoru ATF2, je
zodpovédna za iniciaci Duox indukce. Aktivace MEKK1-MKK3-p38 drahy nastane
PG-independentnim zptisobem pies PLCB drahu stejné¢ jako PG-dependentnim
zpusobem pies PGRP-LC a IMD drahu. Tyto poznatky ukazuji, ze dynamicka
regulace rovné exprese Duox je kritickym faktorem pro nastaveni enzymové aktivity
NADPH-oxidasy v odpovédi na rizné fyziologické signaly, jako jsou infekce (Ryu et
al., 2010).

2.2.2 Antioxida¢ni ochrana

Endogenni antioxida¢ni ochrana enzymové a neenzymové povahy jsou stézejni pro
kontrolu oxida¢nich poruch biomolekul, jako DNA, RNA, proteiny a polynenasycené
membranové lipidy zpusobené ROS/RNS (Hermes-Lima a Zeneto-Savin, 2002).
Skupina enzymil a nizkomolekuldrnich slozek transformuji ROS na neradikalové
a slabé reaktivni molekularni formy jsou klasifikovany jako antioxidaéni obranny
mechanismus (Blagojevi¢ a Grubor-Lajsi¢, 2000). Hlavni fyziologicka role tohoto
mechanismu je pfedchazet rozvoji oxidacniho poskozeni (Cotgreave et al., 1988).

Jejich ulohou je udrzovat ROS (a tudiz dalsi toxické vedlejsi produkty oxidacni
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poruchy jako aldehydy) na tirovni neohrozujici buniky (Ahmad, 1995). Pokud je mira
vzniku ROS nadmérnd, muize to pfemoci antioxida¢ni kapacitu organismu a zptsobit
tak oxidacni stres (Sies, 1987). Organismy jsou schopny adaptace na nékteré chronické
situace vysokého vystaveni ROS zvySenim exprese antioxidacnich enzymi a mnohych
dal$ich forem obrany/odpovédi a opravuji oxidacni poskozeni (Demple, 1999). Mnoho
vyzkumti ukazaly, ze ROS a RNS, zvlasté H.O2 a NO jsou druzi poslové mnoha
prevodnich signalnich drah (zahrnuji tyrosin kinasové membranové receptory, Ras,
MAP kinasy, protein kinasu C a nuklearni faktor kB (NF-kB)) zprostiedkujici
odpovédi na oxidacni stres a patologické/parakrinni podnéty (Kamata a Hirata, 1999;
Allen a Tresini, 2000). Endogenni tvorba ROS je také zapojena v pfevodnich drahach
spojenych s mechanismem O; snimajici naslednou fyziologickou odpovéd
(Kietzmann et al., 2000; Semenza, 2000).

2.2.2.1 Enzymova antioxida¢ni ochrana

Mezi nejvyznamnéjsi antioxidacni enzymy patii katalasa (CAT, EC: 1.11.1.6),
superoxiddismutasa (SOD, EC: 1.15.1.1), glutathionreduktasa (GR, EC: 1.7.1.8),
glutathion S-transferasa (GST, EC: 2.5.1.18). V své praci se budu zabyvat CAT
a SOD.

Katalasa

Katalasa je tetramerni enzym slozeny ze 4 identickych tetraherdralné uspoiadanych
60 kDa podjednotek, kdy kazda obsahuje jednu ferriprotoporfyrinovou skupinu.
Celkova hmotnost CAT je okolo 240 kDa (Aebi, 1980). CAT reaguje velmi efektivné
s H20O2 za tvorby vody a kysliku:

CAT
2H,0, — H,0 + 0,

A s H donory (metanol, kyselina mravenci, fenoly) ma peroxidasovou aktivitu:

CAT
ROOH + AH, = H,0 + ROH + A

V soucasnosti jsou katalasy klasifikovany jako: monofunkéni (typické) katalasy,

katalasy-peroxidasy a katalasy obsahujici mangan (nehemové katalasy).

Monofunk¢ni (typické) katalasy byly objeveny u prokaryot i eukaryot (Zamocky,
1997). Kromé katalasové aktivity vykazuji v mensi mife 1 peroxidasovou aktivitu

(napt. s alifatickymi alkoholy). Jsou to tetramerni molekuly, které obsahuji jeden
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protohem 1X v kazdé podjednotce (Zamocky, 1997). Hem-obsahujici katalasy maji
spole¢né dvé urovné mechanismu degradace H202. V prvnim kroku jedna molekula
H20:> oxiduje hem na oxyferryl slouceniny, ve kterych je jeden oxidacni ekvivalent
odstranén z zeleza a jeden z porfyrinového jadra za tvorby porfyrin kation radikélu.
Ve druhém kroku je H2O> vyuzivan jako reduktant porfyrinkationradikalu za tvorby
klidového stavu enzymu, vody a kysliku. I pies tuto obvyklou reakci jsou velké rozdily

Vv reaktivni schopnosti mezi touto rodinou enzymi (Chelikani et al., 2004).

Katalasy-peroxidasy i pies odlisnou sekvenci a terciarni/kvarterni strukturu, probiha
celkova katalytickd reakce katalas-peroxidas pies stejné dvé urovné, jako je tomu
u monofunkénich CAT (Chelikani et al., 2004). Vyznacuji se relativné nizsi
katalasovou a zvySenou peroxidasovou aktivitou, a to nejen s 2-elektronovymi,

ale i 1- elektronovymi substraty (ABTS, L-DOPA, guajakol):
H,0, + 2HA — 2H,0 + 24,

kde A je substrat nejcastéji aromatického charakteru schopny 1-elektronové oxidace.
Maji 8irsi pH a teplotni optimum jako monofunkéni CAT. Zastupci této skupiny byli
izolovani pfedevsim z bun¢k prokaryot, ale i eukaryotickych hub (Zamocky, 1997).

Katalasy obsahujici mangan (nehemové katalasy) nejsou tolik rozsitené jako CAT
obsahujici hem a zatim byly identifikovany pouze u bakterii. Byly objeveny dva typy
téchto katalas, jeden u Thermus thermophilus a druhy u Lactobacillus plantarum.
Krystalova struktura téchto dvou typu katalas ukazala, Zze jde homohexamerni enzym
s piiblizné 30kDa monomery a jejich katalytické centrum je dimanganova skupina

(Chelikani et al., 2004).
Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa je antioxidaéni enzym, ktery katalyzuje dismutaci vysoce
reaktivniho superoxidového anion radikalu (O2") na kyslik O a méné reaktivni
peroxid vodiku H202, ten miZe byt nasledné odstranén pomoci CAT nebo GPX
(glutathionperoxidasa) (Matés et al., 1999).

SOD
0; +0; +2Ht* — H,0, + 0,

Jsou znamy tfi typy SOD-cytosolicka, Cu/Zn-SOD, mitochondrialni, Mn-SOD
a extracelularni SOD (EC-SOD) (Matés et al., 1999). Prestoze vSechny typy tohoto
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enzymu maji stejnou funkci, jejich odlisnd krystalova struktura, vyuziti jinych
metalovych kofaktori a jejich charakteristicky katalyticky mechanismus, nelze

predpokladat, Ze by tyto enzymy mély stejného predchidce (Zelko et al., 2002).

Cu/Zn SOD (SODI1) obsahuje dvé identické podjednotky o 32 kDa, piestoze
monomerni struktura mize byt nalezena ve vysokych koncentracich u E. coli. Kazda
podjednotka obsahuje metalovy klastr, aktivni misto, slozeny z médi a zinku
spojenymi histaminovymi rezidui (Matés et al., 1999).

Mn-SOD (SOD2) je homotetramer (96 kDa) obsahujici jeden manganovy atom

vkazdé podjednotce, ktery cykluje zMn"' na Mn' a zpé&t na Mn'"' b&hem

dvoustupniové dismutace superoxidu (Matés et al., 1999).

EC-SOD (SOD3) je sekre¢ni tetramerni glykoprotein, obsahujici zinek a méd’. Ma
vysokou afinitu pro nékteré glykosaminoglykany, jako jsou heparin a heparansulfat.
EC-SOD byla nalezena v intersticialnich prostorach tkani a také v extracelularnich
tekutinach. Neni indukovana svym substratem nebo jinymi oxidanty a jeji regulace

v tkanich savcu je primarné uskute¢novana cytokiny (Matés et al., 1999).

2.2.2.2 Neenzymova antioxida¢ni ochrana
Mezi obranné molekuly neenzymové povahy z endogennich a potravinovych zdrojt
patii glutathion (GSH), vitamin E, askorbat, karotenoidy, polyfenoly, mo¢ova kyselina

a bilirubin (Hermes-Lima a Zenteno-Savin, 2002).
Vitamin C (kyselina askorbova)
Ve vod¢ rozpustny vitamin C zajiStuje intra a extracelularni antioxidac¢ni kapacitu

primérné odstraniovanim volnych kyslikovych radikalii. Pfeménuje volné radikaly

vitaminu E zpét na vitamin E (Birben et al., 2012).
Vitamin E (a-tokoferol)

Jde o hlavni v tuku rozpustny antioxidant, ktery chrani buiky pfed volnymi alkyl
a peroxyl radikaly. Béhem reakce vitamin E vénuje 1 elektron peroxyl radikalu, ktery
je tvofen béhem peroxidace lipidl, déale je oxidovan na tokoferyl radikal a pak
na tokoferolchinon (Felton a Summers, 1995; Birben et al., 2012). Vitamin E spousti

apoptozu nadorovych bungk a inhibuje tvofeni volnych radikala (Birben et al., 2012).
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Glutathion (GSH)

GSH je v bunkach velmi bohaté zastoupen. Preménuje peroxid a lipidové peroxidy
pomoci glutathionperoxidasy (GSH-Px), donaci 1 elektronu redukuje peroxid vodiku
na vodu a kyslik. GSH je kofaktorem nékterych detoxika¢nich enzymi (Birben et al.,
2012).

Karotenoidy

Karotenoidy jsou pigmenty nalezené v rostlinach. P-karoten reaguje predevsim
s peroxyl (ROQO"), hydroxyl (HO") a superoxidanion (O2™) radikaly (Birben et al.,
2012). Je schopen inhibovat peroxidaci lipidi a je dilezity v ochrané lipoproteinti

nizké hustoté (LDL) pred oxidaci v lidském séru (Felton a Summers, 1995).

2.3 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je vysoce reaktivni nestabilni volny radikal. Jde o bezbarvy plyn,
mirné rozpustny ve vode¢. Je to pragamagneticka molekula s lichym poctem elektronii,
coz vysvétluje jeho vysokou reaktivitu a radikalovou povahu (Kelm, 1999). Je
produkovan béhem oxidace L-argininu na L-citrulin enzymem synthasou oxidu
dusnatého (NOS) (EC 1.14.13.39), ktera vyuziva NADPH jako kofaktor (Negri et al.,
2013; Mayer, 1994).

NOS
L-Arginin » L-Citrullin + NO

N

Y N _ OONO~
L-Omnithin + urea NO; NO3  (toxicky)

Obrazek 4 Draha syntézy NO a jeho dalsi ptemény (pievzato a upraveno z Rivero, 2006).

N

Obrazek 5 Vzorec oxidu dusnatého
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2.3.1 Oxid dusnaty jako signalni molekula

V biologickych systémech je zplsob a rychlost metabolismu NO zavisly na jeho
koncentraci, schopnosti difuze a okolni koncentraci dalsi bioreaktantd. Difuze je mu
umoznéna diky jeho neutralnimu naboji. NO dokdze urazit zna¢né vzdalenosti
k dosaZeni cilovych bunék, které sousedi s bunikou produkujici NO s malou spotiebou
nebo piimou reakci (Kelm, 1999). Jednoduchost, se kterou NO prostupuje
membranami mu umoziuje byt idedlni molekulou pro prenos signalu (Rivero, 2006;
Moreno-Garcia et al., 2012). Na rozdil od béznych signalnich molekul se NO nevaze
na specifické receptory reversibilnim zptisobem, ale vykondva svou biologickou
funkci pomoci fady chemickych reakci (Miiller, 1997). NO miZe plsobit na fadu cilt
v sousednich bunkach stejné jako na bunku, ktera sama produkuje NO (Gally et al.,
1990). Produkovany NO je zapojen v chemosenzorickém a vizualnim zpracovani a pii
tvorbé dlouhodobé paméti (Miiller, 1997). U imunitné reagujiciho hmyzu je NO ¢asto
produkovan aktivovanymi buitkami ve spojeni s reaktivnimi kyslikovymi intermedidty
(ROI), Oz a H20,. Tyhle ROI, piedevsim H203, jsou aktivatory druhych posli NF-«kB
(Nappi et al., 2000). NO vykonava signalni funkci, jako je tomu u octomilky
Drosophila melanogaster pii vyvolani hostitelské obranné reakce na gramnegativni
bakterie (Foley a O’Farrell, 2003), pifi neurozénétlivych odpovédich (Ajjuri
a O’Donnell, 2013) a chemosenzorické transdukce a fungovani bunck cichovych
receptorti u masarky (Neobellieria bullata) (Wasserman a Itagaki, 2003). NO také
hraje rozhodujici roli v produkci svétla u svétlusek inhibici vyuzivani kysliku
mitochondriemi, ktery je dodavan do fotocytii na oxidaci luciferinu (Trimmer et al.,
2001). U krev sajiciho hmyzu je NO sekretovan slinnymi zlazami a vpravovan do
hostitele, kde slouzi jako vazodilatacni latka nebo jako inhibitor agregace trombocytl
(Ribeiro a Nussenzveig, 1993). NO také indukuje humoralni a bunééné imunitni
odpovédi ptes Toll/IMD signalni drahy u octomilky (Nappi et al., 2000; Foley
a O’Farrell, 2003).

2.3.2 Oxid dusnaty v imunitnich reakcich

Pocetné publikace popsaly centralni roli pro NO signalizaci v obranném mechanismu
hostitele proti infekcim zplisobenymi viry, bakteriemi, prvoky a zivo¢iSnymi parazity
(Negri et al., 2013). Navic ma NO roli nespecifické cytotoxické molekuly (Rivero,
2006). Pro vyvolani cytotoxické aktivity reaguje NO s O™ za tvorby peroxynitritu
(ONOO) a s H202 za tvorby vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu (HO*) (Hogg
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et al., 1992). Tyto latky maji ni¢ivé vlastnosti pro DNA, proteiny a lipidy (Hillyer
a Estévez-Lao, 2010). V tomto smyslu se NO stava toxickym pro mnoho druht
patogentl, které zahrnuji viry, houby, bakterie, prvoky a zivoc¢isné parazity.
U obratlovci role NO jako obranné molekuly proti infekci zptisobenou viry,
bakteriemi, parazity a zivo¢iSnymi parazity je znama uz po nekolik let (Rivero, 2006).
U hmyzu je NO produkovan také jako imunitni efektorovd molekula v odpovédi na
mikrobidlni infekci u nékterych druhti motyli, polokiidlich a dvoukftidlich (Rivero,

20006), ale také v procesu 1é¢by zranéni (Moreno-Garcia et al., 2012).

2.3.3 Synthasa oxidu dusnatého (NOS)

U bezobratlych byla nalezena pouze jedna isoforma NOS, ktera ma bud’ konstitutivni
(signalni) nebo indukovatelnou (toxickou) roli. V 90. letech byla NOS
charakterizovana u nékterych druhii hmyzu (Rivero, 2006). Je to homodimer
0 molekulové hmotnosti asi 160 kDa (Stuehr and Griffith, 1992; Knowles a Moncada,
1994). Obsahuje rizné kofaktory, jako NADPH, kalmodulin, FMN, FAD (Bredt et al.,
1991). Hmyz neni schopen syntetizovat arginin, ktery jim musi byt dodavat z potravy,
coz je pravdépodobné limitujici faktor syntézy NO (Rivero, 2006).

Hmyzi NOS sdili mnohé rysy s konstitutivni NOS u obratlovct: ma signalni roli,
syntetizuje NO pies aktivaci tohoto enzymu zménou koncentrace vapniku (Miiller,
1997). Chemicky modifikované analogy L-argininu jsou kompetitivnimi inhibitory
hmyzi NOS (Miiller, 1997), jako napiiklad N®-nitro-L-arginin (L-NNA)
a N®- monomethyl-L-arginin (L-NMMA) (Elphick et al., 1995). U n¢kterych druhtu
hmyzu je NO indukovatelné syntetizovan pies iNOS, jako u Anopheles gambiae
(Hillyer a Estévez-Lao, 2010), Anopheles stephensi (Luckhart et al., 1998) a Rhodnius
proxilus (Whitten et al., 2001). Regulace exprese NOS je pfimo zapojena s imunitni

odpovédi u lisaje tabakového (Manduca sexta) (Eleftherianos et al., 2009).

2.3.4 Katabolismus oxidu dusnatého

Pti vysSich koncentracich miize NO interagovat s molekularnim kyslikem, thioly a
redukovanymi hemoproteiny (Kelm, 1999). Reakce NO s Oz v okoli hydrofobnich
oblasti membran je pfiblizné 300x rychlejsi nez ve vodném médiu (Liu et al., 1998).
To znamend, ze biologické membrany a jiné hydrofobni Casti tkani jsou dilezité
oblasti pro katabolismus NO béhem jeho migrace z produkéni do cilové buiky (Kelm

et al., 1999). Mimo molekularni kyslik, n¢které reaktivni formy kysliku (ROS), jako
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napiiklad superoxidovy anionradikal (O27), peroxid vodiku (H202), hydroxylovy
radikal (HO®) jsou zapojeny do zhaseni NO (Kelm et al., 1999).

2.4 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AMPs) jsou geneticky kodované, na ribozomech
syntetizované polypeptidy. VéEtSinou maji spoleéné charakteristické prvky: maly
peptid (30-60 aminokyselinovych zbytku), silné kationické (pI 8,9-10,7), teplotné
stabilni (100 °C, 15 min), bez odolnosti vi¢i 1ékim a nemaji zadny ucinek na
eukaryotickou buniku. AMPs obvykle ptisobi proti bakteriim, které jsou tzce pribuzné
s kmeny producentl u prokaryot, zatimco hraji klicovou roli ve vrozené imunité
eukaryot (Li et al., 2012). Tyto peptidy jsou produkovany n€kolika druhy, zahrnujici
bakterie, hmyz, rostliny, obratlovce a byly uznany jako starodavné molekuly, které

jsou evolu¢né zachovany i u savcu (Altincicek et al., 2007; Konno et al., 2007).

2.4.1 Rozdéleni antimikrobialnich peptidi

Antimikrobialni peptidy 1ze podle struktury a vlastnosti rozdélit do n€kolika skupin

(Obr. 2).

- Lmnearni ::—| Struktura smycky I /i Peptidy bohaté na Pro |

/f/| Peptidy bohate na Gy |

e
'-~—.._\_\_\_‘|

K atiomicke AMD {;’ \ Fozrvolnéna strukhara

Peptidy bohaté na His |

\“\ Cykdlické _| Struktura P-listu | \i PEptid!r'hnhaIénaTrp|

Asionické AMP ]r: }

Aromaticke

dipeptidy

1 Linedmni Peptidy se strukcturon oi—hebx

] Cykické Defensinim podobné peptidy

Dermvaty protemi
varc kyslik

Obrazek 6 Rozdéleni antimikrobialnich peptidi (pfevzato z BP Silvie Dostalkova, 2014).
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2.4.1.1 Kationické AMP

Jde o nejpocetnéjsi skupinu antimikrobidlnich peptidd. Z této skupiny bylo
charakterizovano vice jak 400 peptidd a téméf polovinu z nich tvofi peptidu z hmyzu
(Vizioli a Salzet, 2002). Kationické AMPs jsou vétSinou definovany jako peptidy
s méné nez 50 aminokyselinovymi zbytky s celkovym pozitivnim nabojem, ktery je
dan pritomnosti nékolika lysinovych a argininovych zbytkGi a znaCnou casti
hydrofobnich rezidui. Tyto peptidy piisobi proti grampozitivnim i gramnegativnim

bakteriim, houbam, prvokim (Powers a Hancock, 2003).

2.4.1.2 Anionické AMP

Anionické peptidy jsou pomérné novou skupinou AMPs a jsou obvykle izolovany
Z epitelidlnich bun¢k savei (Vizioli a Salzet, 2002). Jde o malé peptidy, které jsou
bohaté na kyselinu glutamovou a aspargovou, pochazi z ovci, dobytka a lidi. Jsou
produkovany v mM koncentracich, vyzaduji zinek jako kofaktor pro antimikrobialni
aktivitu a plsobi proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim (Brodgen, 2005).
Anionicky peptid dermicidin, ktery je slozeny ze 47 aminokyselin, byl identifikovan
Vv lidském potu jako odpovéd proti riznym patogennim grampozitivnim bakteriim

(Schittek et al., 2001).

2.4.1.3 Aromatické dipeptidy

Aromatické dipeptidy zahrnuji nizkomolekularni antibakterialni slouceniny, izolované
z larev dvoukfidlych (Diptera) (Vizioli a Salzet, 2002). Zastupci téchto dipeptidu jsou
napiiklad N-B-alanyl-5-S-glutathionyl-3,4-dihydroxyfenylalanine (573 Da), ktery byl
identifikovan v masafce (Sarcophaga peregrina) (Leem et al., 1996)
a p- hydroxycinnamaldehyd, izolovany z ploskohibetky (Acantholyda parki) (Leem et
al., 1999).

2.4.1.4 Derivaty peptida vazici kyslik

Derivaty hemocyaninu, prvniho zastupce této skupiny, byly izolovany z hemolymfy
¢lenovct (Arthropoda) a krouzkovet (Annelida) (Destoumieux-Garzon et al., 2001).
V hemolymf& klistéte (Boophilus microplus) byla pozorovana rozstépena forma

hemoglobinu, ktera byla produkovana parazitem po poziti krve (Fogaca et al., 1999).

Baktericidni aktivita anionickych peptidl, aromatickych dipeptidl a derivati vazici

kyslik je obvykle nizka v porovnani s kationickymi peptidy. Jejich mechanismus akce
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se muze lisit od kationickych peptidl a ostatnich antibiotik a mohou dopliiovat aktivitu
jinych sloucenin a ptedstavovat uziteCny zdklad pro rozvoj novych syntetickych

derivatt (Vizioli a Salzet, 2002).

2.4.2 Antimikrobialni peptidy hmyzu

Antimikrobialni peptidy jsou bud’ konstitutivni nebo indukovatelné. Vrozeny imunitni
systém hmyzu a savct sdili strukturné a funkéné ptibuzné faktory pro eliminaci
uto¢icich mikrobi. Hmyz nedisponuje zadnym adaptivnim imunitnim systémem, ktery
hraje nezbytnou roli u obratlovct, vyvinuli si ovS§em u¢innou vrozenou imunitu pro
ochranu pfed mikrobialni infekci. Hmyzi antimikrobialni peptidy hraji dilezitou roli
v humoralni obranné reakci (Li et al., 2012). Hlavnim mistem jejich syntézy je tukové
télisko (hmyzi funkéni ekvivalent sav¢ich jater) (Li et al., 2012), jejich syntéza probiha
ale také v hemocytech (Boman, 1991), kutikularnich epitelidlnich bunikdch (Brey et
al., 1993), stievé (Daffre et al., 1994), slinnych Zlazach (Kylsten et al., 1992) a
reprodukénim ustroji (Samakovlis et al., 1991). AMPs jsou nasledné vylucovany do
hemolymfy (Li et al., 2012). Od 80. let 20. stoleti, kdy byl Hansem Bomanem a jeho
skupinou objeven prvni antimikrobialni peptid cecropin u martinaée (Hyalophora
cecropia), bylo identifikovano velké mnozstvi antimikrobialnich peptida. U hmyzu
jich bylo identifikovano uz vice nez 200 a mezi jejich spole¢né rysy patii relativné
mald molekulovd hmotnost, pozitivni ndboj a indukovatelnost poranénim nebo
mikrobialni infekci. Tyto peptidy jsou rozdéleny do 5 skupin podle jejich
aminokyselinové sekvence a antimikrobialni aktivity: cecropiny, hmyzi defensiny,

peptidy bohaté na prolin, peptidy bohaté na glycin a lysozymy (Li et al., 2012).

2.4.2.1 Cecropiny

Cecropin, indukovatelny antimikrobialni peptid, ktery byl nalezen v hemolymfé
martina¢e (H. cecropia), byl prvni objeveny antimikrobialni peptid. Nasledné byly
identifikovany cecropiny z plasténct a Skrkavky, coZ naznacuje, Ze jsou cecropiny
roz§ifeny celou Zivocisnou ti§i. U hmyzu byly identifikovany a popsany cecropiny
U druhtt hmyzu fadu motyli (Lepidoptera) a dvoukiidli (Diptera) (Li et al., 2012).
Cecropiny ve své struktufe neobsahuji cystein, jsou slozeny z 35-39 aminokyselin
a vytvari 2 linearni a-helixy, které jsou spojené Ala-Gly-Pro pantem (Steiner, 1982;
Holak et al., 1988). Maji antimikrobidlni aktivitu proti gramnegativnim

I grampozitivnim bakteriim (Vilmos a Kurucz, 1998).
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2.4.2.2 Hmyzi defensiny

Tyto peptidy byly izolovany ze savcl, hmyzu i rostlin. Defensiny tvoii unikatni rodinu
kationickych antimikrobidlnich peptidd bohatych na cystein, jez maji ve své struktuie
tti nebo Ctyfi disulfidové mustky. Jsou velice efektivni proti grampozitivnim
bakteriim, ucinkuji ale taky proti n€kterym gramnegativnim bakteriim, houbam,
kvasinkam a prvokum (Li et al., 2012). Defensiny se skladaji z 36-56 aminokyselin,
které maji podobnou sekvenci, coz je zakladni pro jejich béznou strukturu. Jsou
tvofeny smyckou z a-helixu a dvéma antiparalelnimi B-skladanymi listy, které jsou
stabilizovany tfemi disulfidovymi mustky (Klaudiny et al., 2005). Do této skupiny
patii i royalisin, ktery byl izolovany z mateti kasicky (Fujiwara et al., 1990).

2.4.2.3 Peptidy bohaté na prolin

Tyto kationické peptidy obsahuji ve své struktute zvySeny pocet prolinti. Jsou aktivni
piedev§im vi¢i gramnegativnim bakteriim (Li et al., 2012). Tyto peptidy byly
izolovany z blanoktidlych (Hymenoptera), dvoukfidlich (Diptera) a polokiidlich
(Hemiptera). N¢které z téchto peptida jsou O-glykosylované a tyto peptidy maji vyssi
aktivitu va¢i gramnegativnim bakteriim (Cociancich et al., 1994). Prototyp téchto
substituovanych peptidi je drosocin, sloZzeny z 19 rezidui, z nichz jedna tfetina
obsahuje prolinové zbytky seskupené ve tiech Pro-Arg-Pro opakovanich (Bulet et al.,
1993). Dalsim ptikladem je abaecin, ktery je slozeny ze 34 rezidui, obsahuje 30 %
prolinovych zbytki a byl izolovan z véely medonosné (Apis melifera) (Casteels et al.,
1990). Ze véely byl izolovany také apidaecin (Casteels et al., 1989), ktery se sklada z
18 aminokyselinovych zbytka a obsahuje 33 % prolinu (Cociancich et al., 1994). Do
této skupiny peptidi patii také pyrrhocoricin izolovany z ruménice pospolné

(Pyrrhocoris apterus) (Cociancich et al., 1994).

2.4.2.4 Peptidy bohaté na glycin

Tyto peptidy jsou bohata na glycinova rezidua (14-22 %), coz ma velky vliv na jejich
terciarni strukturu a mechanismus ucinku (Li et al., 2012). Jsou u¢inné vaci
gramnegativnim bakteriim, ale i vi¢i n€kterym grampozitivnim bakteriim (Otvos,
2002). Patii zde predev§im attaciny izolované z motyla martinace (Hyalofora
cecropia) (Hultmark et al., 1983), dale také sarcotoxiny II, které byly izolovany z
mouchy Sarcophaga peregrina (Komano et al., 1987) a jsou podobné attacinim

(Cociancich et al., 1994) a dipetriciny (Dimarcq et al., 1988). V dalsi fadé stoji za
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zminku hymenoptaecin, ktery byl izolovany ze vcely medonosné (A. melifera)
(Casteels et al., 1993), obsahuje 93 rezidui a je aktivni proti gramnegativnim
I grampozitivnim bakteriim a jejich sekvence je podobna diptericinim (Cociancich et

al., 1994).

2.4.2.5 Lysozym

Lysozym (EC 3.2.1.17) je enzym, ktery hydrolyzuje B-(1,4)-glykosidické vazby
peptidoglykanu mezi kyselinou acetylmuramovou a N-acetylglukosaminem v bunécné
stén¢ bakterii. Hmyzi lysozymy jsou proteiny (14 kDa), které jsou svou sekvenci
podobné lysozymim obratlovet (Vilmos a Kurucz, 1998). V genomu vcely
medonosné byly nalezeny tii typy lysozymu — dva c-(chicken) jeden i-(invertebrate).

Jeden z c-typu je vice regulovan u infikovanych véel (Evans et al., 2006).

2.4.3 Mechanismus tu¢inku antimikrobialnich peptidi

Funkce AMPs se lisi od priniku membréanou po akce v fad¢ intracelularnich cilovych
molekul, které zahrnuji imunomodulacni aktivity. Peptidy mohou rozrusit
cytoplazmatickou membranu, coz vede k lyze buiiky, nebo pomohou interagovat
S membranou za vzniku ptrechodnych port a peptidy se tak transportuji do burky, kde

dochazi ke kontaktu s intracelularnimi cili (Li et al., 2012).

2.4.3.1 Interakce peptidii s cytoplazmatickou membranou

Klasickou vlastnosti AMPs je schopnost interagovat s membranami a prostupovat jimi.
To je jim usnadnéno pomoci pozitivné nabitych hydrofilnich domén peptida, které
interaguji s negativné nabitymi povrchy mikrobii, coz vede k penetraci membrany.
Dochdzi k naruSeni transmembranového potencidlu a pH gradientu, je postizena
osmoticka regulace a dochazi k inhibici respirace (Li et al., 2012).

Existuji nejméné Ctyti rozdilné bézné pozivané modely, které popisuji mozné zpisoby
akce AMPs: toroidni model, kobercovy (carpet) model, model sudové skruze (barrel-

stave model), model micelarnich agregatt (aggregate channel model) (Li et al., 2012).
Toroidni model (Toroidal model)

V tomto modelu dochéazi k agregaci pfipojenych peptidii, nasledkem toho dochazi
K nepfetrzitému ohybani membrany a ziucastnéné lipidy ziskavaji pozitivni zakfiveni

(Li et al., 2012). Pfi tvorbé toroidového pdru se polarni Casti peptidi spojuji
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S polarnimi skupinami lipida. Lipidy se v téchto otvorech odd¢li od rovnobézné vrstvy
a spojuji se s vedlejsimi fosfolipidy. Vytvati se permanentni ohyb membrany od shora
dolii na prichodu toroidniho péru (Brodgen, 2005). Tento pér je tvofen peptidy i
polarnimi skupinami lipidi (Brodgen, 2005). Nedavné studie prokdzaly vzajemné
pusobeni lipidu a peptidu s ohledem na tvorbu péru: zatimco peptid podporuje vznik

zakfiveni, lipidové usporadani reguluje konformaci peptidu (Bozzelli Jr. et al., 2012).
Kobercovy model (Carpet model)

V tomto modelu se peptidy akumuluji na povrchu membrany. Tento model vysvétluje
aktivitu peptida jako ovispirin, ktery je paraleln¢ orientovany na povrchu membrany.
Peptidy jsou elektrostaticky ptritahovany k anionové polarni skupiné lipidii v pocetné
plochy, které pokryvaji povrch membrany. Pii dosazeni prahové koncentrace peptidi
peptidy prostupuji membranou jako detergenty a vytvari tak micela (Brodgen, 2005).
Takové naruseni membrany vede k bunééné smrti. Tento model je nejbéZnéjsi pti
reakci AMPs na gramnegativni bakterie a parazity za vysledného oslabeni membrany.
Toto naruseni vede k prechodné formé port, transportu vnéjSich lipida do vnitini

vrstvy a koneénému kolapsu membrany za tvorby malych vezikul obalenych AMPs
(Lietal., 2012).

Model sudové skruze (barrel-stave model)

V tomto modelu vytvaii peptidové helixy v membrané svazky s centralnim prasvitem
podobné jako sud sloZzeny z helikalnich peptidii na vnéjsi stran€. Hydrofobni ¢asti
peptidi se sefadi se stfedem lipidové dvojvrstvy a hydrofilni ¢asti peptidii vytvari
vnitfek poru (Brodgen, 2005). Timto je vytvofen vodni kanal. Smrt mikroba nastane
z divodu ztraty polarizace membrany, Uniku bunééného obsahu, poruchy
membranové funkce redistribuci lipidd nebo aktivaci hydrolas, které rozrusuji
bunéénou sténu (Li et al., 2012). Tento typ transmembranového poru je unikatni a je

vyvolan alamethicinem (Brodgen, 2005).
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Obrazek 7 Modely akce AMPs. A) Toroidni model, B) Kobercovy model, C) Model sudové
skruze, D) Model micelarnich agregatii (pfevzato a upraveno z Li et al., 2012)

Model micelarnich agregatu (aggregate channel model)

V tomto modelu zvySena permeabilita membrany nemusi byt dostatecnd, aby vedla
k bunécné smrti (Li et al., 2012). Pocateéni akce peptidu zahrnuje kompetitivni pfesun
dvoumocnych kationtti (Mg?* a Ca?"), které jsou piidruzené k LPS, ze kterych peptidy
destabilizuji tyto supramolekuldrni sestavy a ziskaji pfistup k vnitini 1 vn&jsi
membrané. Tyto peptidy zpisobuji membranové rozruseni tvorbou specifickych
membranovych domén, postranni fazova segregace zwitterionu z anionovych
fosfolipidl a tvorba nelamelarnich lipidovych fazi. Tyhle agregaty zajistuji kanaly pro
unik iontd pfes membranu (Li et al., 2012). Timto zptisobem reaguje maculatin 1.1

z australské rosnicky (Bond et al., 2008).

2.4.3.2 Schopnost inhibovat nebo rozrusovat intracelularni cile

Kromé schopnosti interagovat s membranami, nartstaji spekulace, ze nejde o jediné
mechanismy, které vedou ke smrti mikrobt (Brodgen, 2005; Li et al., 2012). AMPs
maji jiné intracelularni cile: mohou se vdzat na DNA, RNA a proteiny, inhibovat
syntézu bunécné stény, DNA, RNA a proteinl. Peptidy si vyvinuly unikétni
mechanismy pro translokaci do cytoplasmy za Gc¢elem pozménit tvorbu piepazky v
cytoplasmatické membrang, inhibovat syntézu bunétné stény, nukleovych kyselin,
proteintl ¢i inhibovat enzymovou aktivitu. Vstup antimikrobidlnich peptidti VS2 a VS3

do kvasinky zpusobi akumulaci reaktivnich forem kysliku, coz vede k bunécné
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nekroze. Bufforin II (a-helix) se vaze na kratké sekvence DNA a vytvofi peptid-DNA
kondenzaty (Li et al., 2012).

2.5 Imunitni specifita v€ely medonosné

Veely (Apis mellifera) jsou celosvétové jednim z nejrozSifenéjSich druht
spolec¢enského hmyzu. Hraji dilezitou roli v opylovani rostlin a v produkci medu,
vosku, propolisu a dalSich vcelich produktd. Zdravi vcel je v dne$ni dobé velmi
diskutovanym tématem. V mnoha zemich dochazi k vyznamnym ztratam vcelstev,
jejich ptic¢iny nejsou doposud spolehlivé objasnény. Pokles poctu véelstev nebo jejich
slabnuti je zfejme ovlivnéno fadou patogend a parazitii véetné bakterii, hub, vird,
prvokil nebo roztoclt. Vuci fadé z nich nebyla dosud nalezena funk¢ni lécba

(Svitakova, 2017).

2.5.1 Socialni imunita

Kolonie socialniho hmyzu mohou byt povazovany za superorganismus, skupinu
jedinct zijicich v hnizdé, jejichz kolektivni chovani produkuje fenotyp na trovni
kolonie, coz zase ovlivitluje chovéni jedinct v hnizd¢ (Seeley, 1989). Na urovni
kolonie preferuji nektefi jedinci chovani, které brani a chrani kolonii pied patogeny
a parazity (Simone et al., 2009). Tato obranna chovani v ramci kolonie vcelstva
zahrnuji: hygienické chovani a grooming, sbér antimikrobialnich pryskyfic a sekreci
jedu (Borba et al., 2015). Zivot ve skupind ma mnoho vyhod ve srovnanim se
solitérnim zptisobem zivota. Spoluprace muze zvysit efektivitu v péci o potomstvo,
hledani potravy a ochrané pted predatory. Zivot v socialni skupiné ma také fadu
nevyhod: infekéni onemocnéni se mohou potencidlné sitit snadnéji mezi cleny skupiny

v porovnani s jedinci se solitérnim zpisobem zivota (Cremer et al., 2007).

2.5.2 Hygienické chovani

Hygienické chovani délnic véely medonosné zahrnuje dvé slozky chovani,
odvickovani a odstraiiovani mrtvych plodi. Dé&lnice maji schopnost rozpoznat
nemocny plod, odvickovat vosk piekryvajici plasty a odstranit infikované larvy nebo
kukly. Uginek hygienického chovani na $ifeni infekéniho onemocnéni je

maximalizovan, pokud probihd pfed sporulaci invazivniho organismu (Boecking

a Spivak, 1999).
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2.5.3 Grooming

Grooming umozinuji jedincim a skuping v¢el v kolonii odstranovat prach a pyl z jejich
tél, rozptylovat feromony a odstraiiovat parazity. Grooming zahrnuje kousani a lizani
¢astmi ust a pohyby stfedohrudnich nohou. Tykadla jsou opatrn¢ ocisténa pomoci
predohrudnich nohou. Mnoho sebe Cisticich aktivit (auto-grooming) mize byt vidéno
na rostlinach, v letu, béhem sbéru pylu a v tlu. Socialni groomin (allo-grooming) mezi
véelami mize byt pozorovan v prostiedi ulu (Boecking a Spivak, 1999).
Allo- grooming mtize byt vyvolan tancem, ktery byl poprvé pozorovan u A. mellifera
Haydakem (Haydak, 1945). V¢ely, které predvadi tento tanec, jsou cCiStény jinou
vcelou za pomoci stiedohrudnich nohou. Grooming je také diillezitym mechanismem

ochrany vcel proti invazi rozto¢t (Boecking a Spivak, 1999).

2.5.4 Sbér antimikrobialnich pryskyric

Sbér antimikrobidlnich pryskyfic z prostfedi a ukladani téchto pryskyfic do stavby
hnizda je zédkladni slozka socidlni imunity. Tyto pryskyfice rostliny vymésuji pro
ochranu mladych pupenti pfed patogeny a bylozravci. Jsou sloZzeny primarné z
antimikrobialnich latek (naptf. flavonoidy a monoterpeny), které hraji hlavni
ochrannou roli pro preziti rostliny. Vcely vkladaji tyto rostlinné pryskyfice do hnizda
jako formu tmelu, nazyvaného propolis (Borba et al., 2015). Kdyz si v¢ely stavi hnizdo
v dutin€ stromu, pouzivaji propolis pro obaleni celé vnitini vrstvy dutiny stromu a
vytvoii tak propolisovy obal (Seeley a Morse, 1976). Kazdopadné vcely nestavi
piirodni propolisovy obal v ramci standardniho vcelatského zatizeni, protoze vnitini
stény difevénych boxl jsou hladké a nevyvolavaji vlastnosti ukladani propolisu. Misto

toho vkladaji propolis do rozsahlych trhlin a $térbin (Borba et al., 2015).

2.5.5 Sekrece jedu

Jedova zlaza vcel je dalezitym zdrojem antimikrobialnich latek (Kuhn-Nentwig,
2003). Vceli jed obsahuje mnoho komplexnich latek, jako jsou peptidy (melitin,
apamin, secapin, tertiapin, adolapin a degranula¢ni peptid Zirnych bungk), enzymy
(fosfolipasa A2, hyaluronidasa, kysela fosfomonoesterasa, lysofosfolipasa), aktivni
aminy (histamin, dopamin, norepinefrin, serotonin) a dalsi latky, jez maji obsahlé
farmaceutické vlastnosti (Gililmez et al., 2017). Nedavné studie odhalily, ze v¢eli jed
uvnitt bungk zvysuje koncentraci Ca** a reaktivnich forem kysliku (ROS) a snizuje

potencial mitochondrialni membrany (Giilmez et al., 2017).
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2.6 Travici soustava véely medonosné

Travici soustava vcely medonosné ma dvé hlavni funkce: poskytuje vyzivovou
potifebu samotné véely a je to také prostfedek skladovani a docasného transportu
nektaru do lu. Nektar, ktery je vracen do ulu, je skladovan v medovém zaludku a je
tak zabranéno jeho putovani dale to traviciho traktu. Pyl obsazeny v tomto nektaru
maze byt vypuzen ven a selektivné straven pro vlastni potiebu vcely. Odpadni
produkty traveni jsou skladovany ve vykalovém vaku. Vcely se nikdy nevyprazdiiuji
v Ulu, pouze béhem vyletu z ulu. Takze béhem zimy, pokud pocasi zabratnuje vyletu,
je vykalovy vak plnén stale vice a mize zabirat vice nez polovinu mista v zadecku.

Véely se nasledné vyprazdni az béhem prvniho jarniho letu.

Hlavni slozky traviciho traktu zacinaji slinnymi zldzami umisténymi v hlavé a hrudi,
které dodavaji enzymy do potravy v tustech. Smés nasledné putuje hltanem, jicnem,
ktery usti do zadecku, tam se jicen rozsifuje do medového zaludku. Hlavni travici
organ je zaludek, ktery tahd potravu z medového zaludku prostfredkem podobnym
struktute ust, predzaludkem. Potrava je v zZaludku travena enzymy pied vstupem
do tenkého stfeva. Pied spojenim zaludku a tenkého stieva se pfipojuji malpigické
trubice. Tenké stfevo nasledné usti do vykalového vaku, kde jsou skladovany vykaly
az do doby, kdy jsou vylouceny anusem (Stell, 2012).

hitan

posltcerebralni
slinné Zlazy
hrudni

slinné zlazy
jicen

medovy Zaludek

predzaludek
Zaludek

— Malphigiho trubice
tenké stievo
konecnik
(vykalovy vak)
rektalni vystelky

Obrazek 8 Soucasti travici soustavy véely medonosné (ptevzato a upraveno z Stell, 2012).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Agarosa (Sigma-Aldrich, USA)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

APS (Sigma-Aldrich, Cina)

Bisakrylamis (MP Biomedicals, USA)

Coomasie Brilliant Blue G250 (Bio-Rad, USA)
Coomasie Brilliant Blue R250 (Bio-Rad, USA)

DAF-FM (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)
Diethylentriaminpentaacetat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Ceska republika)
Dusitan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Formaldehyd (Lachema, Ceska republika)

Glycerol (Sigma, Malajsie; Lach-Ner, Ceska republika)
Glycin (Sigma-Aldrich, Cina)

HEPES (Sigma, USA)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hydroxid draselny (Lachema, Ceské republika)
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Chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Katalasa z hovézich jater (Serva, Némecko)

Kyselina fosfore¢na (Lach-Ner, Ceské republika)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)
Lipopolysachyrid (Sigma-Aldrich, Izrael)
Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Japonsko)
Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

NED (Sigma, USA)

Nitro blue tetrazolium chlorid (Sigma, USA)

One-step Lumitein Protein Gel Stain (Biotium, Kanada)
Peroxid vodiku (Lach-Ner, Ceska republika)

Primarni protilatky (Clonestar, Ceska republika)
Pyrogalol (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)

SDS (Applichem, Némecko)

SDS-PAGE marker — Ultra Low range Molecular Weight Marker (standard obsahuje:
triosafosfat isomerasu z krali¢iho svalu (26.600 Da), myoglobin z koiiského srdce
(17.000 Da), a-laktalbumin z kravského mléka (14.200 Da), aprotinin z hovézich plic
(6.500 Da), hovézi oxidovany insulinovy fetézec B (3.496 Da) a bradykinin (1,060
Da); Sigma-Aldrich, USA)

Sekundarni protilatka (anti-krali¢i IgG znacené peroxidasou; Sigma-Aldrich, USA)
SERVALight EOS Luminol Solution Reagent A (Serva, Némecko)

SERVALight EOS Peroxide Solution Reagent B (Serva, Némecko)

Sulfanilamid (Sigma-Aldrich, Cina)

Superoxiddismutasa z hovézich erytrocytti (Serva, Némecko)
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Susené mléko (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
TEMED (Sigma, Cina)

Tricin (Sigma-Aldrich, USA)

Trifluoroctova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)
TRIS (Sigma-Aldrich, Némecko)

Tween- 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Pristroje a vybaveni

analytické vahy (Sartorius, Némecko), automatické pipety (Eppendorf, Némecko),
digitalni pH metr InoLab pH levell (InoLab, Némecko), elektroforeticky systém Mini
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA), Gel Doc EZ System (Bio-Rad, USA),
chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), chlazena centrifuga 5415R
(Eppendorf, Némecko), kulovy mlynek FastPrep FP120 (Thermo Savant, USA),
mikrodestiCkovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek instruments, USA),
mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko), NC membrana (Bio-Rad, Némecko),
predvazky (KERN, Némecko), spektrofotometr UV-VIS (Agilent technologies, USA),
svételny a fluorescenéni mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko),
ttepacka Bio Shaker 30 (Biosan, Litva), tiepacka vortex V-1 Plus (Biosan Litva), zdroj
napéti pro elektroforézu (Bio-Rad, USA)

3.1.3 Biologicky material

Veskery biologicky material véely medonosné Apis mellifera pochazi z Krhové
Z v¢elnice Mgr. Jitiho Danihlika, Ph.D. Vesker¢ véely pochdzely z klinicky zdravych

véelstev a byly odebirany v obdobi ¢ervence 2017 a bfezna az dubna 2018.

Vzorky vcel jsem obdrzela od svého vedouciho.
3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorki
Vcely byly vybirdny ndhodnym vybérem. Extrakci travici soustavy jsem provedla
nasledovné: Zivou vcelu jsem uchytila pomoci pinzety za kiidlo nebo nohu, druhou

pinzetou jsem ji uchytila opatrné za hrud’ a pomoci niizek odstiihla hlavu. Pinzetou se
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zahnutym koncem jsem poslednim zadeckovym c¢lankem vytdhla celou travici

soustavu. Vzorky travici soustavy byly ihned po extrakci uchovavany na ledové lazni.

Vzorky pro stanoveni aktivity katalasy, superoxiddismutasy, koncentrace NO
a proteinit byly pfipraveny nasledujicim zpiisobem. Thned po vyjmuti travicich
soustav, byly vzorky nejprve promyty v PBS pufru a poté rozdéleny do 5 skupin.
Kazdy vzorek obsahoval 5 travicich soustav. Vzorky v kontrolni skupiné (K) byly
pouze promyty v PBS pufru. V dalsich skupinach byly vzorky promyty v PBS pufru a
nasledné¢ inkubovany pfi laboratorni teploté s lipopolysacharidem v koncentraci 0,5
mg/ml a odebirany po 2, 4, 8 a 18 hodinach. Po dokonéeni inkubace byly vsechny
vzorky promyty v PBS pufru. Zpisoby pfipravy dal$ich vzorkd pro dalsi experimenty

jsou popsany dale u kazdého experimentu.
3.2.2 Stanoveni proteini metodou Bradforda

3.2.2.1 Stanoveni kalibra¢ni primky

Stanoveni bylo provedeno metodou Bradforda (1976) modifikovanou podle Zora
a Selingera (1996) s méfenim absorbance pii 590 a 450 nm. Zasobni roztok Coomasie
Briliant Blue byl piipraven rozpusténim 50 mg Coomasie BB G250 v 25 ml ethanolu
a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né a doplnénim roztoku na 100 ml deionizovanou vodou
(ddH20). Pracovni roztok Bradfordova ¢inidla byl pfipraven ziedénim zasobniho
roztoku CBB s deionizovanou vodou v poméru 1:4. Byl pfipraven zasobni roztok BSA
o koncentraci 2 mg/ml a jeho postupnym fedénim byla piipravena kalibra¢ni fada BSA
o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750, 1000 ug/ml. Méfeni bylo
provedeno na mikrodesti¢kach. Do jamek desti¢ky bylo napipetovano 45 ul ddH20,
5 ul standardu a 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. Desti¢ka byla jemné
protiepana a ponechala se 5 inkubovat pfi laboratorni teploté. Absorbance byla méfena
proti blanku pfi 590 nm a pfi 450 nm v triplikatech. Kalibracni zavislost byla
vyhodnocend linearni regresi zévosloti poméru absorbanci pii 590 a 450 nm

a koncentraci proteind.

3.2.2.2 Stanoveni koncentrace proteinii ve vzorcich
Méfeni probihalo na mikrodesti¢kach, pfi¢emz do kazdé jamky bylo pipetovano 5 pl
extraktu vzorku, ktery bylo nutné 10x natedit, 45 pl dd H2O a 200 pl pracovniho
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roztoku Bradfordova c¢inidla. Desticka byla jemné protiepana a po 5 minutach

inkubace byla zmétena absorbance pii 590 a 450 nm V triplikatech proti blanku.

3.2.2.3 Pouzité roztoky

Zasobni roztok CBB: 50 mg CBB G250 bylo rozpusténo v 25 ml ethanolu a 50 ml
85% H3PO4a doplnéno na 100 ml ddH20.

Zasobni roztok BSA: 0,0108 g BSA bylo rozpusténo v 5 ml ddH20

3.2.3 Stanoveni aktivity katalasy (CAT)

Meéfieni bylo provedeno podle zakladniho protokolu Aebi (1984) s modifikaci podle
BP Svitdkova (2017). Principem této metody je méteni ubytku peroxidu vodiku jako

pokles absorbance pti 240 nm.

3.2.3.1 Priprava vzorku

Vzorky byly pfipraveny extrakci travici soustavy véel. Ke vzorkiim (5 ks stfev) bylo
piidano 100 pl extrakéniho a pufru a homogenizacni kulicky (cca 10 ks). Extrakéni
pufr obsahoval 0,1M K*-fosfatovy pufr (pH 7,0), ImM EDTA. Vzorky byly
homogenizovany 10 s v kulovém mlynku. Poté bylo ptidano dalsich 100 ul 0,1M pufru
a vzorky byly opét homogenizovany. Mikrozkumavky byly centrifugovany pfti
16 900 x g pfi teplote¢ 5 °C po dobu 10 minut. V supernatantu byla zméfena aktivita
CAT.

3.2.3.2 Méreni aktivity CAT

Meéieni probéhlo na mikrodestickach, kde se sledoval ubytek peroxidu vodiku jako
pokles absorbance pti 240 nm. Do jamky bylo pipetovano 5 pl extraktu, 225 pl 0,1M
K*- fosfatového pufru a start reakce byl zahajen 20 pl Gerstvé ptipraveného 150mM
H20:. Byl méten pokles absorbance pti 240 nm v triplikatech po dobu 1 min pii25 °C.

3.2.3.3 PouZité roztoky
0,1M K*-fosfatovy pufr (pH 7,0): 2,73 g KH2PO4 a 5,23 g KoHPO4 bylo rozpusténo
ve 400 ml ddH20, upraveno pH na hodnotu 7,0 a doplnéno na objem 500 ml

ImM EDTA: 30 mg bylo rozpusténo ve 100 ml dd H20

150mM H20:: bylo smichano 75 pl 30% H202 a 4,925 ml dd H20
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3.2.4 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Stanoveni bylo provedeno podle Marklund a Marklund (1974), kde je méfena inhibice

autooxidace pyrogalolu superoxiddismutasou.

3.2.4.1 Priprava vzorki

Vzorky byly ptipraveny obdobnym zptsobem jako pro aktivitu CAT. Ke vzorkiim
bylo ptidano 100 pul 20mM TRIS-HCI pufru (pH 8,0), ktery obsahoval navic
1mM diethylentriaminpentaacetat (DPTA), dale nékolik sklenénych kulicek a vzorky
byly homogenizovany 10 s v kulovém mlynku. Nasledné bylo ptidano dalsich 100 pl
pufru a opét homogenizovano. Vzorky byly zcentrifugovany 5 min pii 16 900 x g,
supernatant byl odebran do Cistych zkumavek a ndsledné v ném byla stanovena aktivita

SOD.

3.2.4.2 Méreni aktivity SOD

Mg¢feni probihalo na mikrodestickach, kdy do kazdé jamky bylo pipetovano 220 pl
pufru TRIS-HCI (pH 8,0), 20 ul 10x fedéného extraktu TS a reakce byla zahajena 10 pl
6mM pyrogalolu. Byl méfen pokles absorbance pii 420 nm v triplikatech po dobu
5 min pii 25 °C.
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Obrazek 9 Graf inhibice autooxidace pyrogalolu superoxiddismutasou (pievzato a upraveno
z Marklund a Marklund (1974)).
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3.2.4.3 Pouzité roztoky
20mM TRIS-HCI pufr (pH 8,0): 0,6 g TRIS bylo rozpusténo ve 150 ml dd H20,
upraveno pH a doplnéno ddH>O na objem 250 ml.

10 mM HCI: 82 ul konc. HCI bylo smichano s 50 ml dd H20 a dopInéno na objem
100 ml

6 mM pyrogalol v 10mM HCI: 7,6 mg pyrogalolu na 10 ml 10mM HCI

3.2.5 Mikroskopicka  detekce produkce peroxidu vodiku
a superoxidového anionradikalu

Detekce byla provedena na zékladé reakci, kde peroxid vodiku oxiduje
diaminobenzidin (DAB) za vzniku hnéd¢ sraZeniny a superoxidovy anionradikal
redukuje tetrazoliovou modi (NBT, nitro blue tetrazolium chlorid) na modry
nerozpustny formazan. Cerstvé vzorky TS z 12 dnil starych véel, které byly krmeny
sacharosou, byly rozdéleny do 5 zkumavek po 5 kusech a promyty v PBS pufru.
Ke zkumavce K (kontrola) byl pfidan 1 ml PBS pufru a tyto TS slouzily jako negativni
kontrola barveni. Vzorky ve zkumavce, oznacena jako P2, byly inkubovany s 1 ml
0,5% roztoku DAB v PBS pufru a vzorky ve zkumavce, oznacend jako P3, byly
inkubovany s 0,75 ml 0,5% DAB a 0,25 ml roztoku lipopolysachyridu (LPS)
0 koncentraci 0,5 mg/ml. Vzorky, které slouzily pro detekci superoxidového
anionradikdlu, byly inkubovany s 1 ml 2mM NBT v PBS pufru (S2) a s 0,75 ml 2mM
NBT a 0,25 ml roztoku LPS o koncentraci 0,5 mg/ml (Tab. 2). Zkumavky byly

inkubovany pfes noc.

Tabulka 2 Rozd¢leni vzorka pro detekci peroxidu vodiku a superoxidového anionradikalu.

Peroxid Superoxidovy anionradikal

K — kontrola, pouze PBS pufr
P2-0,5% DAB S2-2mM NBT
P3-0,5% DAB + LPS S3-2mM NBT + LPS
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Po inkubaci byly v§echny vzorky promyty v PBS pufru. Poté byly vzorky inkubovany
ve fixaénim roztoku, a nakonec 2x proplachnuty v 70% ethanolu. Cast vzorki byla
pouzita pro pozorovani celé TS pod mikroskopem. Vybrané vzorky stfev byly pouzity
pro ptipravu pti¢nych fezl. Tato stfeva byla zalita 3,5% roztokem agarosy. Po ztuhnuti
byly jednotlivé vzorky natezany na mikrotonu na fezy o tloust’ce 50 um a pozorovany

pod mikroskopem.

3.2.5.1 Pouzité roztoky pro detekci peroxidu a superoxidového
anionradikalu

PBS pufr (pH= 7,4): 10x koncentrovany; 40,1631 g NaCl, 1,0021 g KCI, 7,2005 g
Na2HPO4, 1,2045 g KH2PO4 v 500 ml H20. Pted pouzitim byl pufr 10x nafedén.

0,5% roztok DAB: 25,3 mg DAB v 5 ml PBS pufru
2mM roztok NBT: 8,1774 mg NBT v PBS pufru
Roztok LPS: 0,52 mg LPS v 1000 ul PBS pufru

Fixaéni roztok: 5% formaldehyd, 5% kyselina octova, 70% ethanol ve 100 ml. Bylo
smichdno 13,51 ml 37% formaldehydu, 5 ml 99,99% kyseliny octové, 72,92 ml 96%
ethanolu a doplnéno na objem 100 ml 8,57 ml ddHO.

3,5% roztok agarosy: 7,0014 g agarosy ve 200 ml ddH20

3.2.6 Stanoveni NO2 Griessovou metodou

Stanoveni bylo provedeno podle Miranda et al. (2001). Principem stanoveni je tvorba
diazoniové soli v kyselém prostiedi a jeji kopulace s N-(1-naftyl)etylendiaminem

(NED) za tvorby azobarviva. Méfeni se provadi pti 540 nm.

Prestoze mize byt koncentrace NO méfena mnoha pifimymi i nepfimymi metodami,
kratky polocas Zivota a jeho nizké koncentrace in vivo snizuji prakti¢nost téchto metod
pro biologické vzorky. Obtizna kvantifikace NO miZe byt eliminovana méfenim jeho
stabilnich metabolitli, zejména NO2" a NOs. NO2" je jediny stabilni kone¢ny produkt
autooxidace NO ve vodném roztoku v nepiitomnosti hemoproteini (Miranda et al.,

2001). Pro stanoveni byl pouzit 1% sulfanilamid namisto 2%.
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Obrazek 10 Schéma principu stanoveni NO;  Griessovou metodou (pfevzato a upraveno
z Miranda et al., 2001).

3.2.6.1 Stanoveni kalibra¢ni primky

Meéfteni probihalo na mikrodesti¢kach. Kalibra¢ni fada byla pfipravena fedénim 1mM
NaNO:> na koncentrace 10, 20, 30, 40, 50, 80 a 100 umol/l. Do jamky bylo pipetovano
50 upl standardu, 50 pl ddH20 a 100 ul ¢erstvé piipraveného Griessova Cinidla, které
bylo pfipraveno smichanim c¢inidel Griess A a B v poméru 1:1. Desticka byla

inkubovana 1 hodinu ve tmé a poté byla zméfena absorbance pti 540 nm proti blanku.

3.2.6.2 Méreni koncentrace NO2 ve vzorcich

Stanoveni koncentrace NOz™ bylo provedeno ve vzorcich pro stanoveni aktivity CAT
a SOD. M¢feni probihalo na mikrodestickach, do jamek bylo pipetovano 50 ul vzorku,
50 pl ddH20 a 100 pl Griessova Cinidla. Desticka byla inkubovana 1 hodinu ve tmé

pii pokojové teploté a poté byla zmétena absorbance pii 540 nm proti blanku.

3.2.6.3 Roztoky pouZzité pro stanoveni NO>

Griess A: 1% sulfanilamid v 5% H3POs; 1,0021 g sulfanilamidu ve 100 ml 5% HsPO4
(5,9 ml 85% H3PO4 a 94,1 ml ddH20)

Griess B: 0,1% NED v ddH.0: 0,1014 g NED rozpusténo ve 100 ml ddH20
1mM NaNO3: 0,69 mg v 10 ml ddH20O

3.2.7 Mikroskopicka detekce NO pomoci DAF-FM DA

DAF-FM diacetat je fluorescnecni sonda, kterd se pouziva k detekci a kvantifikaci
nizkych vnitrobunéénych koncentraci NO. Pfirozené nefluoreskuje, ve formé diacetatu
prochdzi fes bunééné membrany a v cytosolu po odStépeni esterasmi vnizkly DAF-FM

reaguje s NO.*, produktem oxidace NO, za vzniku fluorescentniho benzotriazolu.
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Tabulka 3 Rozdé&leni vzorkt pro detekci oxidu dusnatého

Oznaceni vzorku Inkubace
K PBS pufr
D 10uM DAF-FM DA
D+L 10uM DAF-FM DA + LPS (0,5 mg/ml)

Cerstvé vzorky TS véel byly rozdéleny do 3 zkumavek po 5 kusech a oplachnuty PBS
pufrem. Nasledné¢ byly tyto vzorky inkubovany s 10uM DAF-FM DA tak, ze
zkumavka K (kontrola) byla inkubovana pouze v 1 ml PBS pufru, zkumavka D byla
inkubovana s 1 ml 10uM DAF-FM DA a zkumavka D+L byla inkubovana s 750 l
10uM DAF-FM a 250 pl LPS (0,5 mg/ml) (Tab. 3). Vzorky byly inkubovany 30 minut
a nasledné promyty v PBS pufru. Vybrané vzorky byly pozorovany pod mikroskopem
vV modrém fluorescencnim svétle hranou UMWB2, excitac¢ni vinova délka je 495 nm,

emisni 515 nm.

Ostatni vzorky byly pouzity pro ptipravu pticnych fezil tak, ze byly vzorky zality 3,5%
roztokem agarosy a po ztuhnuti byly pfipraveny fezy 0 tloustce 50 pm pomoci
mikrotonu. Tyto fezy byly taktéz pozorovany v modrém fluorescenénim svétle hranou

UMWAB?2, excitacni vinova délka je 495 nm, emisni 515 nm.

3.2.7.1 Roztoky pouzité pro detekci NO
PBS pufr (pH= 7,4): 10x koncentrovany; 40,1631 g NaCl, 1,0021 g KCl, 7,2005 g
NazHPO4, 1,2045 g KH2PO4 v 500 ml H20. Pied pouzitim byl pufr 10x nafedén.

Roztok LPS: 0,25 mg LPS v 500 ul PBS pufru

10uM  DAF-FM: 1000x fedény zasobni 10mM DAF-FM vDMSO; 1 pl
10mM DAF- FM + 999 ul 100mM HEPES pufiru

100mM HEPES pufr (pH= 7,5): 11,92 g HEPES v 500 ml ddH,0

3,5% roztok agarosy: 7,0014 g agarosy ve 200 ml ddH,0

3.2.8 Tricinova elektroforéza pro analyzu malych peptidi 1-5 kDa

Elektroforéza byla provedena podle zakladniho protokolu Schagger (2006).
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3.2.8.1 Priprava vzorki

Byly odebrany vzorky travici soustavy véel, kterym byly odstranény vykalové vacky.
Vsechny vzorky byly odvazeny. Nasledné byly vzorky homogenizovany v 0,1% TFA,
kdy se na 1 g vzorku pfidaly 2 ml TFA. Poté byly vzorky centrifugovany 5 min pii
16 900 x g. Supernatant byl nasledné odpipetovan do Cistych zkumavek, ty byly
nakonec zahraty 10 min na 80 °C. Vzorky byly uchovavany v mrazaku pii -29 °C.

3.2.8.2 Priprava pufri a zasobnich roztoki
Katodovy pufr (10x)
Obsahuje 1M TRIS, 1M Tricine a 1% SDS, pH= 8,25.

Puft byl ptipraven rozpusténim 60,5 g TRIS, 89,5 g Tricina 5 g SDS v 500 ml ddH-O.
pH nebylo tfeba upravovat. Pfed pouzitim byl pufr nafedén 10x.

Anodovy pufr (10x)
Obsahuje 1M TRIS, pH= 8,9.

Puft byl ptipraven rozpu$ténim 121 g TRIS v 500 ml ddH20, pH bylo upraveno konc.
HCl na 8,9. Pfed pouzitim byl pufr nafedén 10x.

Gelovy pufr (3x)
Obsahuje 3M TRIS, 0,3% SDS, pH= 8,45.

Pufr byl pfipraven rozpu$ténim 182 g TRIS v 300 ml ddH;O, posléze bylo pH
upraveno pomoci konc. HCI na hodnotu 8,45. Pufr byl doplnén ddH.O na objem
500 ml a nakonec v ném byl rozpusténo 1,54 g SDS.

Zasobni roztok AB-6
Monomer pro délici gel, ktery obsahuje 49,5% akrylamid a 6% bisakrylamid.

Roztok byl pfipraven rozpusSténim 46,5 g akrylamidu a 3 g bisakrylamidu ve 100 ml
ddH20. Roztok byl uchovan ve tmé v lednici.

Zasobni roztok AB-3

Monomer pro =zaostfovaci a spacer gel, ktery obsahuje 49,5% akrylamid

a 3% bisakrylamid.
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Roztok byl pfipraven rozpusténim 46,5 g akrylamidu a 1,5 g bisakrylamidu ve 100 ml

ddH20. Roztok byl uchovavan ve tmé v lednici.
Vzorkovaci pufr- neredukujici s glycerolem
Vzorkovaci pufr obsahuje 12% SDS, 30% glycerol a 0,05% CBB G250.

Pufr byl ptipraven rozpusténim 1,2 g SDS, 3 g (2,24 ml) glycerolua5 mg CBB v 10 ml

IM Trisu. Pufr byl rozdélen po 0,5 ml do alikvotii a uchovavan v mrazaku pti - 29 °C.
Vzorkovaci pufr- redukujici s glycerolem

Tento pufr obsahuje stejné mnozstvi latek jako neredukujici vzorkovaci puft, jen je
piidan mekraptoethanol na kone¢nou 6% koncentraci (0,539 ml). Pufr byl rozdélen po

0,5 ml do alikvott a uchovavan v mrazaku pti -29 °C.

3.2.8.3 Priprava geli
Délici gel- 16% s glycerolem

Bylo smichano 10 ml gelového pufru (3x), 6,1 ml AB-6, 4 g glycerolu (3,2 ml)
a 10,7 ml ddH.0. Polymerace byla zahajena pfidanim 20 ul TEMEDu a 150 ul Cerstvé
ptipravené¢ho 10% APS. Takto pfipraveny gel byl nanesen do stojanku cca 2 cm pod

okraj hiebinku, ptekryt nékolika kapkami vody a nechal se polymerovat asi 30 min.
Zaostrovaci gel- 4%

Bylo smichano 1 ml AB-3, 3 ml gelového pufru a 8,5 ml ddH2O. Polymerace byla
zahajena pfidanim 20 pl TEMEDu a 150 pl ¢erstvé piipraveného 10% APS. Tento gel

byl nanesen na ztuhly d€lici gel.

3.2.8.4 Provedeni elektroforézy

K75 ul vzorku bylo ptidano 25 pl redukujicitho vzorkovaciho pufru a takto byly
vzorky zahtaty 10 min pti 37 °C. Gely ve stojanku byly umistény do ELFO aparatury.
Katodovy pufr byl nalit do vnitiniho prostoru mezi skli¢ka a anodovy do vngjsiho
prostoru. Do jamek bylo naneseno 3 pl standardu peptidd nebo 2,5; 5; 10 ul vzorku

extraktu TS. Uvodni napéti bylo nastaveno na 30 V a po zajeti vzorkti do déliciho gelu
na 90 V.
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3.2.9 Detekce proteinti na gelech

3.2.9.1 Detekce ¢inidlem Coomasie Briliant Blue
Po ukonceni elektroforézy byly gely vyjmuty a ponotfeny na 30-60 min do fixacniho
roztoku. Nasledn¢ byly gely obarveny pomoci ¢inidla CBB R250. Po uplynuti doby

barveni byly gely nékolikrat odbarveny odbarvovacim roztokem.

3.2.9.2 Detekce Lumitein Protein Gel Stain

Lumitein je komer¢ni preparat pro fluorescencni detekci celkovych proteini v
elektroforetickych gelech. Po ukonceni elektroforézy byly gely vyjmuty a ponofeny
na 30-60 min do fixa¢niho roztoku. Nasledn¢ byly gely inkubovany 30 min
s lumiteinem a proteiny byly detekovany na piistroji C-DiGit Blot Scanner (Li-Cor)

pomoci programu Image Studio.

3.2.9.3 Roztoky pouzité pro detekci proteini

Fixa¢ni roztok: 50% methanol, 10% kyselina octova
Barvici roztok CBB R250: 0,1% CBB R250, 45% methanol, 15% kyselina octova

Odbarvovaci roztok: 10% kyselina octova, 40% methanol

3.2.10 Imunochemicka detekce antimikrobidlnich peptidi defensinu

a abaecinu

Po elektroforéze byl proveden pienos proteini z gelu na blotovaci membranu
Vv uspoiadani tank-blotting. Tento proces zahrnuje pienos proteini z gelu na povrch
NC nebo PDFV membrany o velikosti port 0,45 um (BioRad, Némecko). Plocha
pouzité NC membrany o velikosti odpovidajivi velikosti pouzitého gelu byla zméfena
kvili nastaveni velikost pfenosového proudu (viz dale). Membrana, gel, filtra¢ni
papiry a blotovaci houbicky byly ponofeny na 10 min do blotovaciho pufru, poté byly
sefazeny do blotovaci kazety, ktera byla umisténa do blotovaci komiirky (MiniProtean,
BioRad, Némecko). Do blotovaci komirky byl nalit blotovaci pufr, nasledné byla
komiirka umisténa do lednice a byl nastaven proud 0,8 mA/cm? dle velikosti

membrany. Blotovani probihalo pfes noc.

Po blotovani byla kazeta vyjmuta z komirky a rozloZena. Vzdy jedna membrana

slouzila jako kontrola Gspésnosti pienosu proteint a byla barvena 30 min v roztoku
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Ponceau S. Poté byla membrana oplachnuta vodou. Druhd membrana vzdy slouzila
pro imunochemickou detekci proteinii na membrané. Membréna byla inkubovana
2 hodiny v 1% roztoku suseného mlé¢ka v TBS, nasledovalo 2x promyti roztokem
Tweenu vTBS po dobu 10 min. Déle byla membrana inkubovana s primarni
protilatkou proti defensinu nebo abaecinu po dobu 2 h, ktera byla fedéna v poméru
1:500. Nasledovalo opét promyti stejné jako po inkubaci v roztoku mléka. Membrana
byla dale inkubovana po dobu 2 h se sekundarni protilatkou proti krali¢im IgG
znacenou peroxidasou, ktera byla fedéna v poméru 1:10 000 v 1% mléku v TBS.
Nasledovalo promyti stejné jako po inkubaci s primarni protilatkou. Nakonec byla
membrana inkubovana s reagenty SERVALight EOS Luminol Solution Reagent A
a SERVALight EOS Peroxide Solution Reagent B, které byly smichamy v poméru
1:1. Peptidy byly detekovany na ptistroji C-DiGit Blot Scanner (Li-Cor) pomoci
programu Image Studio.

3.210.1  Pouzité roztoky pro Western blotting a detekci defensinu
a abaecinu

Blotovaci puft: 0,025M Tris-HCI, 0,192M glycin, 20% metanol, pH 8,3; 3,025 g TRIS,

14,41 g glycinu ve 200 ml dd H20, ptidame 200 ml metanolu, zkontrolovat pH

a doplnit ddH-O do objemu 1 litr.

Blokovaci roztoky: 1% suSené mléko v TBS; 0,25 g suseného mléka ve 25 ml TBS

TBS pufr: 20mM Tris, 500 mM chlorid sodny, pH 7,5; 4,84 g TRIS, 58, 44 g NaCl

rozpustit v 1 1 H2O, upravit pH na 7,5 a doplnit vodou na objem 2 1.

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

3.2.11 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Statistica 13 64-bit. Veskeré

vysledky byly vyhodnocovany na hladin¢ vyznamnosti a=0,05.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kalibrace metody Bradforda pro vypocet koncentrace proteini
Byly ptipraveny standardy hovéziho sérového albuminu o koncentracich 1-1000 pg/ml
byla méfena absorbance pii 590 a 450 nm V triplikatech proti blanku. Zavislost
hodnoty poméru absorbanci pii 590 a 450 nm po odecteni hodnoty blanku
na koncentraci standardu proteinu byla vyhodnocena linarni regresi v programu Excel
2016 (obr. 11).

Koncentrace proteinti ve vzorcich TS byla vypoétena ze ziskané rovnice kalibra¢ni
piimky y=0,0016x — 0,0106 s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9995.

Linearizace Bradfordovy metody podle Zora a Selinger (1996) s pomérem absorbanci
590/450 dava spolehlivéjsi vysledky a je citlivéjsi nez bézna metoda podle Bradforda

pouze pii 590 nm.
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Obrazek 11 Kalibra¢ni graf zavislosti absorbance 590/450 na koncentraci BSA. Rovnice
piimky vychazi y = 0,0016x — 0,0106 s hodnotou spolehlivosti R?= 0,9995.
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4.2 Stanoveni koncentrace proteini v extraktech vzorkiu travici

soustavy vcel
Koncentrace proteini v extraktech vzorkt véelich TS byla vypoétena s pouzitim
stanovené rovnice kalibra¢ni pfimky y = 0,0016x — 0,0106. Proteiny byly stanoveny
ve vzorcich bez inkubace (kontrola) a s inkubaci s LPS po 2, 4, 8 a 18 hodinach
v triplikatech. Veskeré vzorky bylo potfeba 10x nafedit. Hodnoty vypoctenych
koncentraci proteinti byly porovndny statistickou analyzou metodou jednocestné
ANOVA (ANalysis Of Variance-analyza rozptylu), analyzy statistické vyznamnosti
odlisnosti hodnot jednotlivych skupin vzorkd byla provedena post-hoc analyzou

Tukeyovou metodou mnohondsobného porovnavani.

U vzorkt kontrolni skupiny se koncentrace proteinti pohybovala v rozmezi od 2,2 do
3,5 mg/ml, po dvou hodinach inkubace TS s LPS tato koncentrace stoupla na hodnoty
3,3 az 4,6 mg/ml. Po 4 hodinach inkubace se koncentrace proteini pohybovala od 2,1
az 2,9 mg/ml, po 8 hodinach od 1,8 do 2,4 mg/ml a po 18 hodinach inkubace od 1 do
1,9 mg/ml (Obr. 12). Pozorované vyssi hodnoty koncentrace proteint po 2 hodinach
inkubace s LPS moohu souviset se zvySenou syntézou proteinti a peptidti v ranné fazi
imunitni reakce, jako naptiklad antimikrobidlnich peptidi nebo enzymii uc€astnicich se
imunitni odezvy organismu. Nasledné je pozorovan trend postupné se snizujici
koncentrace proteini. To mize byt dano postupnou degradaci proteint pii inkubaci

pusobenim proteas.
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Obrazek 12 Koncentrace proteinit v extraktechvzorkll travicich soustav vcel po rizné dobé

inkubace s LPS. Statistické rozdily jsou vyznafeny pismeny nad grafy, pfi¢emz shodna
pismena ukazuji, Ze ve skupinach neni statisticky vyznamny rozdil, tedy p>0,05.

4.3 Stanoveni specifické aktivity katalasy

Specificka aktivita katalasy (CAT) byla stanovena ve vzorcich bez a s inkubaci s LPS
po 2, 4, 8 a 18 hodinach. Kazdy vzorek obsahoval 5 ks travicich soustav. Stanoveni
specifické aktivity CAT bylo provedeno spektrofotometricky pii vinové délce 240 nm,
kdy se métila zména absorbance v extraktech vzorku travicich soustav vcel po dobu
60 s. M¢feni probihalo na mikrodestickach, kde bylo do jamky pipetovano 5 ul
extraktu, 225 ul 0,1M K*- fosfatového pufru a reakce byla zahajena pfidanim 20 ul
cerstvé pripraveného 150mM H202. Vzorky bylo potteba 10x natedit, aby pokles
absorbance pti 240 nm byl linedrni. Ze zjiSténych hodnot aktivit a namétenych hodnot
koncentrace protein v extraktech byly vypocitany hodnoty specifické aktivity CAT
avysledky byly analyzovany metodou jednocestné ANOVA, post-hoc test byl

proveden Tukeyovou metodou mnohonasobného porovnavani.
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Obrazek 13 Specificka aktivita CAT v extraktech vzorkl travicich soustav véel s riiznou
dobou inkubace s lipopolysacharidem. Statistické rozdily jsou popsany pismeny nad grafy,
pricemz shodna pismena ukazuji, ze ve skupinach neni statisticky vyznamny rozdil, tedy
p>0,05.

Specificka aktivita v kontrolnich vzorcich se pohybovala vrozmezi od 227 do
574 nkat/mg, po 2 hodinach inkubace od 555 do 1130 nkat/mg. Po 4 hodinach
inkubace s LPS vykazovala aktivita CAT hodnoty 499 az 1038 nkat/mg. Po 8 hodinach
inkubace se aktivita CAT opét zvysila na hodnoty 816 az 1267 nkat/mg a po
18 hodinach inkubace byla jeji aktivita vibec nejvyssi, vykazovala asi 3x vyssi
aktivitu oproti kontrolnim vzorkiam, pohybovala se v rozmezi od 814 do 1746 nkat/mg
(Obr. 13).

Z grafu je patrné, ze aktivita CAT se s rostouci dobou inkubace s LPS zvySuje, coz
naznacuje, ze se zvySuje také koncentrace H.O», jakoZto substratu pro katalasu.
Epitelidlni buniky reaguji na ptitomnost LPS zvySenou produkci H202, ktery ma nicivé
ucinky pro fadu patogend, ale také pro hostitele a u hostitele tim vznika oxidacni stres.
Katalasa jakozto hlavni antioxidaéni enzym dokaze tento stres eliminovat rozkladem

peroxidu vodiku na vodu a kyslik.

Zhang et al. (2015) mefili koncentraci peroxidu vodiku ve stfevech bource
morusového (Bombyx mori) po poziti stravy s gramnegativni bakterii Pseudomonas

aeruginosa Vv riznych ¢asovych intervalech. Zjistili, Ze tato koncentrace je nejvétsi po
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8 a 16 hodinach po poziti potravy. M¢ftili také relativni expresi CAT, pricemz tato

exprese byla nejvetsi po 8 hodinach po poziti potravy.

Weirich et al. (2002) stanovovali aktivitu CAT v riznych ¢astech téla veely v riznych
kastach a zjistili, Ze tato aktivita je nejvyssi v zaludcich oplozenych matek a dé€lnic,
a ve spermatu trubct. Tuto aktivitu stanovovali taktéz metodou podle Aebi (1984),

ale tyto véely a trubci nebyli vystaveni bakterialni infekci.

Nikoli¢ et al. (2015) publikovali ¢lanek, kde studovali vliv prostfedi na aktivitu
antioxida¢nich enzymi. Aktivitu CAT stanovovali podle protokolu Aebi (1984)
a zjistili, ze aktivita CAT je nejvyssi u vcel, které se pohybuji v méstském prostiedi,

jelikoz jsou tyto vcely stresovany organickymi latkami znecist'ujici ovzdusi.

Tato zjisténi jsou v souladu s vysledky mého experimentu, kdy ve vzorcich s dobou

vystaveni LPS vzristé specificka aktivita CAT.

4.4 Stanoveni specifické aktivity superoxiddismutasy

Specifickd aktivita SOD byla stanovena podle zakladniho protokolu Marklund
a Marklund (1974), kde je méfeno snizeni rychlosti autooxidace pyrogalolu
supeoxidem ucinkem superoxiddismutasy pii vinové délce 420 nm po dobu 5 min pti
25 °C proti blanku. Blank obsahoval pouze pyrogalol a pufr. Méfeni probihalo na
mikrodesti¢kach, do kazdé jamky bylo pipetovano 20 pl extraktu TS, 220 ul pufru
TRIS-HCI (pH 8,0) a reakce byla zahajena pridavkem 10 pul 6mM pyrogalolu. Méfeni
probihalo u extraktii vzorka vcelich travicich soustav, které byly jako v pfedchozim
piipadé inkubovéany s LPS riiznou dobu. Pro méfeni bylo potteba vzorky 10x natedit.
Aktivita SOD byla stanovena podle vypoctu, kdy za jednotku aktivity SOD byla brana
aktivita zpusobujici 50% snizeni rychlosti autooxidace pyrogalolu. Hodnoty
vypoctenych specifickych aktivit byly porovnany statistickou analyzou metodou
jednocestné ANOVA (ANalysis Of Variance- analyza rozptylu), analyzy statistické
vyznamnosti odli§nosti hodnot jednotlivych skupin vzorkl byla provedena post-hoc

analyzou Tukeyovou metodou mnohonasobného porovnavani.

Aktivita SOD se postupné zvySovala od 4 hodin inkubace s LPS, kdy jeji aktivita
dosahovala hodnot 219 az 390 nkat/mg. Pfi 8 hodinach byla jeji aktivita nejvyssi,
V rozmezi 456 az 632 nkat/mg. Aktivita SOD u vzorkd, které byly inkubovany s LPS

18 hodin, naopak poklesla na urovén hodnot aktivit kontrolnich vzorka (Obr. 14).
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Obrazek 14 Specificka aktivita SOD v extraktech vzorkid travicich soustav vcel s riiznou
dobou inkubace s lipopolysacharidem. Statistické rozdily jsou popsany pismeny nad grafy,
pricemz shodna pismena ukazuji, ze ve skupinach neni statisticky vyznamny rozdil, tedy
p>0,05.

Weirich et al. (2002) stanovovali aktivitu SOD v riznych tkanich a kastach, ovsem
jinou metodou podle Paoletti et al. (1986) a Paoletti a Mocali (1990) s n¢kolika
modifikacemi. Jednotka aktivity SOD je definovana jako mnoZstvi enzymu
zpusobujici 50% inhibici rychlosti oxidace NADH fizené superoxidem (McCord
a Fridovich, 1969). Kazdé stanoveni sestavalo ze tii testii probihajicich pfi rtiznych
koncentracich enzymu a mnozstvi enzymatického pripravku (ug ekvivalentii Cerstvé
hmotnosti) pozadované pro 50% inhibici bylo vypocteno pomoci linedrni regrese
semilog (Paoletti et al., 1986; Paoletti and Mocali, 1990). Podle jejich vysledku je
nejvyssi aktivita SOD ve svalech oplozenych matek, niZsi aktivita byla namétena
vV hemolymf¢ vSech kast a jen o par jednotek niz$i byla aktivita SOD namétena

v zaludku délnic.

Nikoli¢ et al. (2015) stanovovali aktivitu SOD u v¢el v riznych Zivotnich prostiedich,
na venkove, v méstech a v primyslovych zénach. Tuto aktivitu stanovovali podle
protokolu McCord and Fridovich (1968), kde je méfena inhibice produkce
superoxidového anionradikalu v xantin-xantinoxidasové reakci. Jejich vysledkem

bylo, ze nejvyssi aktivita SOD byla naméfena u vcel, které se nachdzely
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v pramyslovych zonach a v méstech, coz by mohl byt vysledek zvySené produkce

02" kviili znecisténému prostiedi. Toto prostredi tedy u véel zptisobuje oxidacni stres.

Je zndmo, Ze superoxidovy anionradikal je obodné jako peroxid molekula zapojena do
imunitni odezvy organismu na bakteridlni infekci. NADPH-oxidasa, kterd se nachazi
na apikdlni membrané enterocyti produkuje tyto ROS jako imunitni odezvu
na pritomnost patogenu. Tyto vysledky potvrzuji, ze pii bakteridlni infekci se
Vv epitelidlnich buikach produkuje vét§i mnozstvi superoxidového anionradikalu,
jakoZto odpoveéd’ na bakteridlni infekci neb vystaveni imunitniho podnétu jako je
bakterialni LPS. ZvySena hladina ROS, ma ni¢ivé ucinky pro tyto bakterie, pii
nekontrolované nadprodukci téchto reaktivnich latek bohuzel 1 pro samotného
hostitele, ktery se tomuto oxida¢nimu stresu brani. Jako ochrana proti oxida¢nimu
stresu je aktivita SOD vyssi uz po 4 hodinach inkubace s LPS, nejvyssi tedy po
8 hodinach inkubace. Po 18 hodinach se jeji specifickd aktivita vyrovanala aktivité
kontrolnich vzorki, nejspiSe kvuli nizsi produkci Oz a produkce peroxidu je tim

v

ziejme mozna Casoveé posunutd i do pozdéjsi faze imunitni odezvy.

4.5 Mikroskopicka detekce peroxidu vodiku a superoxidového
anionradikalu
Detekce byla provedena na zdklad¢ reakci, kde peroxid vodiku oxiduje
diaminobenzidin (DAB) za vzniku hnédé¢ sraZeniny a superoxidovy anionradikal
redukuje tetrazoliovou modi (NBT) na fialovomodry formazan. Cerstvé vzorky TS
byly rozdéleny do 5 zkumavek podle skupiny po 5 kusech. Kontrolni vzorek byl
inkubovan pouze s PBS pufrem, 2 zkumavky byly inkubovany pouze s ¢inidly
a k dalsim dvéma byl pfidan LPS pro navozeni imunitni reakce (Tab. 2). Vzorky byly
inkubovany pfes noc a poté pozorovany jak celd stfeva, tak i z nich ptipravené piicné

fezy ve svételném svételném mikroskopu.
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Obrazek 15 Mikroskopicka detekce H.O. ve stievech véel. K- kontrola, inkubace s PBS
pufrem, 40x zvétSeno; K-fez- 100x zvétSeno; P2- stievo inkubované s0,5% DAB,
100X zvétSeno; P2- fez- 100x zvétseno; P3- stfevo inkubované s 0,5% DAB a s LPS,
200x zvétseno; P3-fez- 100x zvétieno. Sipky naznacuji mista produkce H,O.
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Obrazek 16 Mikroskopicka detekce superoxidu ve stievech véel po inkubaci s LPS 18 hodin.
S2- inkubace s 2mM NBT, 100x zvétSeno; S2- fgz- 100x zvétSeno; S3- inkubace s 2mM NBT
a s LPS, 400x zvétseno; S3-fez- 200x zvétSeno. Sipky naznacuji mista produkce Oy

Pii inkubaci stfev s LPS dochézi k vétsi produkci peroxidu vodiku 1 superoxidového
anionradikalu vzhledem k intenzivnéj$imu zbarveni v obou piipadech (Obr. 15 a 16).
Stteva na fotografiich byla inkubovana s LPS ptiblizné¢ 18 hodin. Mikroskopicka
pozorovani potvrzuji, Ze k produkci ROS dochézi i za fyziologickych podminek bez
imunitniho podnétu, i kdyz v mnohem mensi mife. LPS, jakozto slozka vnéjsi
membrany gramnegativnich bakterii, dokdZe navozovat imunitni reakci. To odpovida
hypotéze, Ze k aktivaci enzyml produkujicich superoxid je potiebnd interakce LPS
Sreceptory na membranach bunék, ktera aktivuje produkci ROS pies NADPH-
oxidasu. Tyto molekuly jsou nadale schopny poskozovat a niCit tak Skodlivé
bakteridlni buniky.

Pro toto stanoveni byla stieva inkubovana ptes noc, tedy pfiblizné¢ 18 hodin. Inkubaci
jsem se také pokusila provést v krat§im ¢asovém intervalu, konkrétné 1 hodinu. To se
ukdzalo byti dostate¢né pro detekci O2~, které bylo dostate¢né intenzivni a byl
pozorovan i zna¢ny rozdil mezi stievy bez a s inkubaci s LPS. Pro detekci H20: byl

tento Casovy interval ptili§ kratky, jelikoZ nebyl pozorovan piili§ velky rozdil mezi
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stfevy, ktera byla a kterd nebyla inkubovéana s LPS. Toto zjiSténi naznacuje, ze v ranné
fazi infekce dochazi k vétsi produkci Oz nez H2Oz (Obr. 17). Tento fakt potvrzuji
I predchozi experimenty, kde se stanovovala specificka aktivita CAT a SOD (kapitoly
4.3 a 4.4), pticemz aktivita CAT se v Case postupné¢ zvySovala a nejvétsi byla az po
18 hodinach inkubace s LPS, kdezto aktivita SOD byla nejvyssi po 8 hodinach
inkubace a po 18 hodinach uz se vyrovnala aktivité kontrolniho vzorku. Koncentrace

H20; se tedy zvySuje az s delsi inkubaci s LPS.

Pti bakteridlni infekci tedy dochazi ve stievech ke zvysené produkcei reaktivnich forem
kysliku NADPH-oxidasou, jakozto hlavnich efektorovych a signalnich molekul pti

imunitni reakci.

P2
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Obrazek 17 Mikroskopicka detekce peroxidu a superoxidu ve stievech véel po inkubaci s LPS
po dobu 1 hodiny. P2- stievo inkubované s 0,5%DAB, 40x zvétseno; P3- stfevo inkubované
5 0,5%DAB a s LPS, 40x zvétseno; S2- sttevo inkubované s 2mM NBT, 100x zvétSeno; ¢erné
Sipky naznaCuji mista produkce O.", bilé ukazuji na maphigické trubice; S3- stievo
inkubované s 2mM NBT a s LPS, 100x zvétSeno; bilé Sipky naznacuji mista produkce O2™.
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4.6 Kalibrace Griessovy metody pro stanoveni koncentrace NO>

ve vzorcich
Koncentrace NO>™ byla stanovena Griessovou metodou podle Miranda et al. (2001).
Principem této metody je tvorba diazoniové soli v kyselém prosttedi a jeji kopulace
s NED za tvorby azobarviva. Zavislost hodnoty absorbance pii 540 nm po odecteni
hodnoty blanku na koncentraci standardu proteinu byla vyhodnocena linarni regresi

v programu Excel 2016 (Obr. 18). Méfeni probihalo po triplikatech.

Koncentrace NO>™ ve vzorcich byla vypocitana s vyuzitim ziskané rovnice kalibra¢ni
piimky y = 0,0055x + 0,0086 s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9921.
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Obrazek 18 Kalibrace Griessovy metody pro stanoveni koncentrace NO2. Rovnice ptimky
vychazi y = 0,0055x — 0,0086 s hodnotou spolehlivosti R>=0,9921.
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4.7 Stanoveni koncentrace NO2 ve vzorcich

Koncentrace NO2" ve vzorcich TS byla stanovena zrovnice kalibraéni pfimky
y = 0,0055x + 0,0086 s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9921. Koncentrace byla méfena
ve vzorcich bez inkubace (kontrola) a s inkubaci s LPS po 2, 4, 8 a 18 hodinach
v triplikatech Griessovou metodou podle Miranda et al. (2001). Hodnoty vypoc¢tenych
koncentraci NO2™ byly porovnany statistickou analyzou metodou jednocestné ANOV A
(ANalysis Of Variance- analyza rozptylu), analyzy statistické vyznamnosti odli§nosti
hodnot jednotlivych skupin vzorki byla provedena post-hoc analyzou Tukeyovou

metodou mnohondsobného porovnavani.

Koncentrace NO2 v kontrolnich vzorcich dosahovala hodnot 12 az 28 pmol/l.
Po 2 hodinach inkubace s LPS doslo k témét trojnasobnému nardstu koncentrace NO
od 48do 57 pumol/l, po dalsich 2 hodinach inkubace tato koncentrace byla
na hodnotéach 44 az 50 pmol/l. Po 8 hodinach inkubace tato koncentrace jiz vyznamné
Klesla k hodnotam 24 az 37 umol/l a po 18 hodinach tato koncentrace jiz klesla
K hodnotam kontrolnich vzorkt v mezich od 12 do 21 umol/l (Obr. 19).
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Obrazek 19 Koncentrace NO2™ v extraktech vzorkl travici soustavy vcel s riznou dobou
inkubace s LPS. Statistické rozdily jsou popsany pismeny nad grafy, pfi¢emz shodna pismena
ukazuji, Ze ve skupinach neni statisticky vyznamny rozdil, tedy p>0,05.
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Béhem bakterialni infekce dochazi k narastu koncentrace NO2™ béhem velmi ranné
faze imunitni odpovédi, nejvyssi koncentrace NO2 byla naméfena jiz po 2 hodinach
inkubace s LPS. Epitelialni buiky tedy dokazi velmi rychle reagovat na pfitomnost
komponent gramnegativnich bakterii a produkuji vétsi mnozstvi NO za pomoci

synthasy NO.

Zhang et al. (2015) pozorovali zmény v koncentraci NO ve stievech bource
morusového (Bombyx mori) po vystaveni larev bakterialni infekci. Tyto larvy byly
krmeny listy moruse potazené kulturou Pseudomonas aeruginosa. Jejich vysledky
byly odliSené, ponévadz nejvyssi koncentraci NO naméftili az 16 hodin po poZiti listu
s bakterialni kulturou. To mtZze byt zptisobeno variabilitou jednotlivych druhtt hmyzu,
nebo naptiklad i tim, Ze v ptipad¢€ tohoto experimentu dochézi k jisté casové prodleve
pii transportu potravy z Ust az do stieva. V piipadé mého pozorovani byla celd travici
soustava kontinudln¢ ve styku s LPS a tim mohlo dojit k okamzZité reakci na jeho

pfitomnost v celé TS.

NO je tedy molekula zapojena do imunitni obranné reakce organismu. Po vystaveni
TS ptitomnosti LPS dochazi uz béhem 2 hodin k odpovédi epitelidlnich bunék na jeho
pritomnost a dochazi tedy k nadprodukci NO, jakozto signalni a efektorové molekuly

Vv boji proti parazitim.

4.8 Mikroskopicka detekce NO
Mikroskopicka detekce NO byla provedena pomoci Cinidla DAF-FM diacetatul.
DAF- FM diacetat je fluorescen¢ni sonda, ktera se pouziva k detekci a kvantifikaci

nizkych koncentraci NO.

Vzorky byly promyty vPBS pufru a nasledné¢ byly rozdéleny do zkumavek
do 3 skupin- K (kontrola), D (inkubace s DAF-FM), D + L (DAF-FM + LPS) (Tab. 3).
Vzorky byly inkubovany 30 minut a posléze byly promyty v PBS pufru. Vzorky celych
stiev a jejich pficné fezy byly pozorovany ve viditelném (VIS) a fluorescenénim
spektru odpovidajicim vlnovym délkam excitace a emise délkam benzotriazolu jako

produktu reakce mezi NO a DAF-FM.
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Obrazek 20 Mikroskopicka detekce NO ve stievech vcel. K- inkubace s PBS pufrem, 100x
zvétseno, bilé Sipky ukazuji na pylova zrna, ktera po ozareni fluoreskuji; K- VIS- 100x
zvétSeno; D- inkubace s DAF-FM, 40x zvétSeno; D- VIS- 40x zvétseno; D+L- inkubace
s DAF-FM a LPS, 40x zvétseno, D+L-VIS- 40x zvétseno. Zluté Sipky ukazuji na mista
produkce NO.
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Obrazek 21 Mikroskopicka detekce No v pfiénych fezech stiev véel. K- inkubace s PBS
pufrem, 100x zvétseno; K- VIS, fez- 100x zvétseno; D- inkubace s DAF-FM, 100x zvétSeno;
D- VIS, fez- 100x zvétseno; D+L- inkubace s DAF-FM a LPS, 100x zvétSeno; D+L-VIS, fez-
40x zvétseno. Zluté Sipky ukazuji na mista produkce NO.

Po inkubaci veeli TS s DAF-FM dochazi kreakci a vzniku fluorescen¢niho
benzotriazolu. U kontrolnich vzorki byl pozorovan velmi slaby fluoresce¢ni signal, az
na zvysenou autofluorescenci pylové zrn jako slozky potravy véel, které se ve stfevech
vyskytuji a slozky jejich bunéénych stén fluoreskuji v dané ¢asti spektra. NO se tedy
v epitelidlnich bunkach vyskytuje za fyziologickych podminek i kdyz ve velmi
nizkych koncentracich. Po inkubaci TS s DAF-FM a LPS dochazi ovsem k vyraznému

zvySeni hladiny NO, projevujici se zvySenym signalem zelené fluorescence vzorki
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(Obr. 20 a 21). Epitelialni bunky dokazi tedy velmi rychle, jiz po 30 minutach inkubace
S LPS, reagovat na pfitomnost patogenu produkci NO pomoci synthasy NO
a zapojovat se tedy do obrannych mechanismil epitelidlnich bun¢k, a tedy i celého

organismu.

Tento experiment koreluje s vysledky z ptedchoziho experimentu z kapitoly 4.7, kde
2 hodinach inkubace s LPS. Epitelialni buriky jsou tedy schopny velmi rychle reagovat
na ptitomnost bakterialnich bunék nebo jejich soucasti zvySenou produkci NO, ktery
plni jednak signalni roli, ale i roli nespecifické cytotoxické molekuly. NO po reakci
s O2” tvoii peroxynitrit (ONOO") a s H20: vytvari vysoce reaktivni hydroxylovy
radikal (HOe). Tyto latky maji toxické vlastnosti nasledkem vysoké reaktivity
a nitrooxida¢niho poskozeni DNA, proteinii a lipidi. Metabolismus NO tedy tzce

souvisi 1 metabolismus ROS.

4.9 Tricinova elektroforéza a imunochemicka detekce

antimikrobialnich peptida defensinu a abaecinu
Byla provedena analyza proteint a peptidu v extraktech TS vcel s pouzitim tricinové
elektroforézy podle protokolu dle Schigger v 16% délicim gelu s glycerolem a 4%
zaostfovacim gelu. Po ukonéeni elektroforézy byly proteiny a peptidy v gelech
detekovany pomoci CBB R250 a Lumitein Protein Gel Stain. Bylo také provedeno
blotovani proteintl a peptidii na nitrcelulosovou membranu a nasledna imunochemicka
detekce peptidi defensinu a abaecinu na membran¢ s vyuzitim ptisluSnych

polyklonalnich protilatek.

Po provedeni tricinové elektroforézy byla provedena detkece proteinii a peptidi
pomoci CBB R250 a pomoci Lumitein Protein Gel Stain (Obr. 22 a 23). Pti porovnani
obou typt barveni Ize vidét, ze v ptipadé CBB R250 neni vizualizace proteinovych
past zcela ostra a vyraznd. U vzorkl témét nejdou identifikovat jednotlivé bandy.
Z tohoto diivodu byla provedena citlivéjsi vizualizace pomoci luminiscenéniho kitu
Lumitein Protein Gel Stain. Pfi vizualizaci pomoci tohoto reagentu uz muizeme
pozorovat vyraznéjsi a ostiej$i zony nez v piipadé CBB R250. Predevs§im u vzorki
lze pozorovat rozdil v mnoZstvi zastoupenych proteinti Vv zavislosti na mnoZstvi

nanseného vzorku extraktu TS véel.
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Obrazek 22 Detekce proteint v extraktech TS vcel na 16% tricinovém gelu ¢inidlem CBB
R250. 1- standard, 3 ul; 2- extraktu TS 2,5 ul; 3- extraktu TS 5 pl; 4- extraktu TS 10 pl.

1. 2 3 4

Obrazek 23 Detekce proteinti v extraktech TS véel na 16% tricinovém gelu, ¢inidlem Lumitein
Protein Gel Stain. 1- standard, 3 ul; 2- extraktu TS 2,5 pl; 3- extraktu TS 5 pl; 4- extraktu TS
10 pl.

Vyhodnoceni vysledki pro markery molekulové hmotnosti ukazuje, Ze metodu je tieba

jesté optimalizovat pro vylepSeni separace a detekce cilovych peptida

Po elektroforéze bylo provedeno blotovani, které probihalo ptes noc. Kontrola pfenosu
proteinii na membranu byla provedena pomoci barveni Ponceau S. Nasledné byla

provedena imunochemicka detekce defensinu a abaecinu na blotovaci membrang. Jako
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blokovaci roztok byl pouzit 1% roztok suseného mléka v TBS. Pro detekci Def a Aba

byl pouzit komer¢ni kit chemiluminiscenéniho substratu luminol a peroxidu vodiku.

Imunochemicka detekce AMPs defensinu a abaecinu na NC membran¢ byla
provedena v n¢kolika opakovani, vzdy s negativnim vysledkem (Obr. 24). S nejvétsi
pravdépodobnosti tuto skute¢nost pripisuji velmi nizké koncentraci téchto AMPs
ve sttevnich epitelidlnich bunkach, které timto zplisobem neni mozné detekovat.
MozZnym fesenim mize byt pouziti vétSitho objemu extraktu a vhodné metody pro
zakoncentrovani peptidové frakce, nebo pouziti citlivéjsi analytické metody, napt.

HPLC analyzy s hmotnostné-spektometrickou detekci.

Obrazek 24 Imunochemicka detekce Def a Aba na blotovaci membrang. Na membrané nebylo
mozné detekovat Zadné bandy.
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S5 Zavér

V teoretické Casti této bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe
0 dostupnych poznatcich o slozkach a funkeci epitelidlni imunity hmyzu se zamétenim
na signalni drahy, roli reaktivnich forem kysliku, oxidu dusnatého a antimikrobidlnich

peptidu, jakozto hlavnich signalnich a efektorovych molekul.

V praktické ¢asti byla provedena méteni biochemickych parametrti v travici soustaveé
véely medonosné (Apis mellifera), ktera byla inkubovana s lipopolysacharidem,
jakoZto prozanétlivym ligandem, hlavni sloZkou vnéj$i membrany gramnegativnich
bakterii. Byly pozorovany zmény specifickych aktivit vyznamnych antioxidacnich
enzymu katalasy a superoxiddismutasy. Nejvyssi aktivita CAT byla naméfena po
18 hodinach a SOD po 8 hodinach inkubace s LPS. Dale byla provedena
mikroskopicka detekce reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého ve sttevech vcel
a jejch pticnych fezech, ptiCemz bylo potvrzeno, Ze béhem infekce dochazi k nartistu
koncentrace téchto molekul. Byly také sledovany zmény produkce NO a jeho
metabolitu dusitanu, jehoz nejvyssi koncentrace byla dosazena po 2 hodinach inkubace
s LPS. Byla také provedena tricinova elektroforéza spolu s Western blottingem
a imunochemickou detekci antimikrobialnich peptidii na membrané€. Pro vizualizaci
proteini na gelech se 1épe osvédéil kit One-step Lumitein Protein Gel Stain.
Imunochemicka detekce defensinu a abaecinu nebyla uspéSna, pravdépodobné

vzhledem k jejich nizké koncentraci v epitelialnich bunkach.

Déle by mély byt zavedené metody pouzity na studium parametri (CAT, SOD, AMPs)
s typickymi v€elimi patogeny. Detekci AMPs je dale nutné testovat s vyuzitim
citlivéj$i metody dostupné na katedie — HPLC s MS detekei.
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7/ Seznam pouZzitych zkratek

Aba

ABTS

AMPs

APS

BSA

CAT

CBB

DAB

abaecin

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulphonova kyselina)
antimikrobialni peptidy

amonium persulfat, persulfat amonny

sérovy hovézi albumin

katalasa

Coomassie Brilliant Blue

diaminobenzidin

DAF-FM DA 4-amino-5-aethylamino-2',7'-aifluorofluorescein diacetat

ddH.O
Def
DIF
DMSO
DTPA
Duox
EDTA
GR
GSH
GST
HEPES
IMD
IP3
IRC

JAK/STAT

deionizovand voda

defensin

dorsal-realted immunity factor, imunitni faktor ptibuzny s dorsal
dimethylsulfoxid

diethylentriaminpentaoctova kyselina

Dual oxidasa, NADPH oxidasa

ethylendiamintetraoctova kyselina

glutathionreduktasa

glutathion

glutathion S-transferasa
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
immune defficiency pathway

inositoltrifosfat

imunitné reagujici katalasa

Janus kinase/signal transducer and activator of transcription
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LDL
L-DOPA
LPS
NBT
NC
NED
NOS
PAMPS
PBS
PDFV
PG
PGRP-LC
PHD
PLCB
RNS
ROI
ROS
SDS
SOD
TBS
TEMED
TFA
TLR

TS

lipoprotein o nizké hustoté¢
L-3,4-dihydroxyfenylalanin
lipopolysacharid

nitro blue chlorid tetrazolium
nitrocelulosa

N-(1-naftyl)ethylendiamin

synthasa oxidu dusnatého

Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok
polyvinylidenfluorid

peptidoglykan

LC protein rozpoznavaci peptidoglykan
peroxidasova homologni doména
fosfolipasa CB

reaktivni formy dusiku

reaktivni meziprodukty kysliku
reaktivni formy kysliku

dodecylsulfat sodny
superoxiddismutasa

Tris Buffered Saline, Tris pufrovany fyziologicky roztok
tetramethylethylendiamin
trifluoroctova kyselina

toll-like receptor

travici soustava
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