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Abstrakt

Reaktivni kyslikové radikdly neboli ROS jsou velmi reaktivni molekuly kysliku s
oxida¢nimi vlastnostmi. Tyto molekuly vznikaji béhem metabolismu v buiice, nebo
pochézi z exogennich zdroji (ionizujici zafeni, pesticidy, toxické latky). Mnozstvi ROS
v buiice je regulovdno antioxidacnim systémem, jehoZ soucasti je fada antioxidac¢nich
enzymu a latek. V nizké koncentraci hraji dilezitou roli ve fyziologickych procesech
jako je signalizace ¢i fagocytéza. K produkci ROS také dochdzi v rdmci humoralni
imunitni reakce, jakoZto reakce proti vn€j$im i vnitfnim biologickym vliviim. AvSak ve
vysoké koncentraci jsou ROS cytotoxické a poSkozuji fadu biologicky dulezitych
molekul. Jejich ptisobenim dochazi naptiklad k peroxidaci lipidl, karbonylaci proteint
¢i oxidaci DNA; ¢imZ tyto molekuly ztraci svou funkci. Ke stanoveni oxida¢niho stresu
se vyuzivd méfeni koncentrace koncovych produkti oxidacniho poskozeni.

V experimentdlni Casti byly optimalizovany metody pro stanoveni lipidické
peroxidace (LPX). Metodou FOX2 byla stanovena koncentrace lipidovych
hydroperoxidi (LOOH). Byla optimalizovdna piiprava vzorki s vyslednou
spektrofotometrickou detekci a kvantifikaci téchto latek na mikrodestickovém readru.
Byla ovéfena spravnost a opakovatelnost tohoto stanoveni, a to jak u standardii pro
LOOH, tak i u vzorka vcel. Dal$i optimalizovanou metodou byla metoda TBARS,
kterou se stanovuje koncentrace jednoho z koncovych produkti LPX -
malondialdehydu (MDA). Bylo optimalizovdno fluorescenéni stanoveni na
mikrodestickovém readru, které méelo vyssi citlivost, nezli UV-VIS stanoveni MDA.
Pro metodu TBARS byla optimalizovana také HPLC separace, detekce a kvantifikace
produktu MDA. Tyto tfi zpusoby stanoveni byly srovnany, pro rutinni laboratorni
analyzu se nejlépe hodi fluorescen¢ni stanoveni pomoci mikrodestickového readru.
Stanoveni na mikrodestickovém readru je ve srovnani s HPLC stanovenim rychlejsi a
levnéjsi.

Po optimalizaci byly tyto metody vyuzZity ke stanoveni lipidické peroxidace u vcel,
u nichZ byl indukovan oxidacni stres, a to jak chemicky — paraquatem; tak vysokym
napadenim parazitem Varroa destructor. Metodou FOX2 byl u vzorkl oSetfenych
paraquatem pozorovan narast koncentrace LOOH se zvySujici se mirou stresu. Avsak u
Varroa napadenych vcel koncentrace LOOH se zvySujici se mirou stresu klesala.
Fluorescencnim stanovenim metody TBARS byly stanoveny koncentrace MDA ve
stejnych vzorcich veel. U Varroa vcel byla koncentrace MDA nizsi, nezli u kontrolnich



(zdravych) vcel, ¢imZ se potvrdil trend stanoveny FOX2 metodou. Koncentrace MDA
byla u vcel oSetfenych paraquatem velmi nizk4 a trend zde nebyl prokizan.
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Abstract

Reactive oxygen species or ROS are highly reactive oxygen molecules with oxidizing
properties. These molecules are formed during metabolism in the cell or come from
exogenous sources (ionizing radiation, pesticides, toxic substances). The amount of
ROS in a cell is regulated by an antioxidant system, which includes a number of
antioxidant enzymes and substances. At low concentrations, they play an important role
in physiological processes such as cell signaling or phagocytosis. ROS production also
occurs as part of a humoral immune response, as a response against both external and
internal biological influences. However, at high concentrations, ROS are cytotoxic and
damage a number of biologically important molecules. For example, their action leads
to lipid peroxidation, protein carbonylation or DNA oxidation; whereby these molecules
lose their function. Measurement of the concentration of oxidative damage terminal
products is used to determine oxidative stress.

In the experimental part, methods for the determination of lipid peroxidation (LPX)
were optimized. The concentration of lipid hydroperoxides (LOOH) was determined by
the FOX2 method. The preparation of samples was optimized with the optimized
spectrophotometric detection and quantification of these substances on a microplate
reader. The accuracy and repeatability of this determination were verified, both for
LOOH standards and for bee samples. Another optimized method was the TBARS
method, which determines the concentration of one of the terminal products of LPX -
malondialdehyde (MDA). The fluorescence assay on a microplate reader was optimized,
it had a higher sensitivity than the UV-VIS assay. HPLC separation, detection and
quantification of the MDA product were also optimized for the TBARS method. All the
three assay methods were compared, with fluorescence assays using a microplate reader
being best suited for routine laboratory analysis. The microplate reader assay is faster
and cheaper than the HPLC assay.

Optimized methods were used to determine lipid peroxidation in bees in which
oxidative stress was induced, both chemically - by paraquat and by high infestation by
the parasite Varroa destructor. An increase in LOOH levels with increasing stress was
observed in paraquat-treated samples using the FOX2 method. However, in Varroa-
infested bees, LOOH levels decreased with increasing stress. MDA concentrations in
the same bee samples were determined by TBARS fluorescence assay. In Varroa bees,
the MDA concentration was lower than in control (healthy) bees, thus confirming the



trend determined by the FOX2 method. MDA levels were very low in paraquat-treated
bees and the trend was not demonstrated.
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Cile prace

Vypracovani literarni resSerSe o fyziologickych a patologickych funkcich ROS u hmyzu
se zam¢efenim na vcely.

Zpracovani poznatkt z literatury o oxida¢nim poskozeni biomolekul.

Zpracovani literarni reSerSe o metoddch pouzivanych pro stanovovani parametra
oxidacniho stresu.

Optimalizace méteni lipidické peroxidace zahrnujici hydroperoxidy metodou FOX2
a malondialdehydu metodou TBARS.

Zavedeni HPLC separace, detekce a kvantifikace produktt reakce metody TBARS.



1 UVOD

Zdravi vcel je velmi diskutovanym tématem, jelikoZ je vcela medonosnd jednim
z nejvyznamnéjSich zdstupcti spoleCenského hmyzu a je také dileZitym opytovatelem.
Studium zdravi véel muze vést k aplikaci poznatkli do praxe. Se zdravim vcel je Casto
spojovan oxidacni stres, ktery nastdvd v piipadé¢ hromadéni reaktivnich kyslikovych
radikala (ROS) v organismu.

Mnoho kyslikovych radikalti vznikd v buiikdch béhem jejich metabolismu, ¢i unikaji
z mitochondridlniho fetézce. ROS mohou pochazet také z exogennich zdrojt, napiiklad
plisobenim ionizujictho zafeni, nebo toxinil z Zivotniho prostfedi. Oxidacéni stres je pak
stav, kdy neni ustanovena rovnovdha mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku a jejich
neutralizaci za pomoci antioxida¢niho systému. Pfevaha jednoho ¢i druhého procesu vede
k poskozeni organismu. V ptipad¢ prevahy tvorby ROS vznika pravé oxidacni stres, ktery
pusobi na biologicky vyznamné molekuly. Dochdzi tak k jejich oxidaci a tim paddem
poskozeni a ztrat¢ funkce biomakromolekul — lipidd, proteinii a nukleovych kyselin.
V piipad¢ piiliS vysoké aktivity antioxidacniho systému dojde k nadbyte¢nému
odstranéni ROS a miZe dojit ke Spatné funkci jistych signaliza¢nich procest atd.

JelikoZ maji reaktivni kyslikové radikély kratky polocas Zivota, tak je velmi obtiZné je
studovat. Proto se ke zkoumdani oxida¢niho stresu pouZziva bud’to stanoveni specifické
aktivity antioxida¢nich enzymi, nebo také meétfeni koncovych produktii oxidacniho
poskozeni, tzv. markerd. Nejcastéji zkoumanym oxidaénim poskozenim je lipidickd
peroxidace, jejimZ nédsledkem vznikaji lipidové hydroperoxidy (LOOH). Ty Ize stanovit
a analyzovat, a tim padem lze urcit mira oxida¢niho stresu. Tyto lipidové hydroperoxidy
jsou v pritbé¢hu Casu rozklddany na aldehydy, ketony a dal$i uhlovodiky. Nejcastéji
vyuzivanym markerem oxida¢nitho poskozeni lipidi v biologickych vzorcich je
malondialdehyd, coZ je kone¢ny produkt lipidické peroxidace. Ten miiZe byt stanoven
metodou s pouzitim kyseliny thiobarbiturové. Vznikajici produkt mize byt analyzovan
riznymi zpusoby — muze byt méfena absorbance ve viditelné oblasti spektra (VIS), ¢i

muZe byt detekovana fluorescence tohoto produktu.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Reaktivni kyslikové radikaly

Reaktivni kyslikové radikaly neboli ROS, jsou molekuly kysliku, které se chovaji jako
silné oxidanty (Baltacioglu et al., 2008). V biologickych systémech existuje velké
mnoZstvi té&chto molekul. Patif mezi né naptiklad radikdly jako je superoxidovy ((0%),
hydroxylovy (OH’), & hydroperoxidovy (ROO"), dale naptiklad singletovy kyslik (O2)
a neradikdlové derivaty kysliku, jako je peroxid vodiku (H202) (Miwa a Beckman, 2008).
Cely vycet je uveden v tabulce (Tab. 1). Malé, fyziologické mnozstvi ROS je v bunikdch
potieba, jsou totiZz zapojeny v signdlnich drahach a reguluji rGzné bunécné aktivity,
napiiklad sekreci cytokintl, diferenciaci ristu a genovou expresi (Dalle-Donne et al.,
2006). Dulezitou roli hraji ROS pfi obrané proti patogentim. Tyto molekuly maji
potencidl k indukci biologického poskozeni biomolekul, jako je peroxidace lipidd,

karbonylace proteinii ¢i oxidace DNA (Baltacioglu et al., 2008).

Tab. 1 Seznam vybranych reaktivnich forem kysliku (ROS) a jejich znacky.

Nazev Znacka
superoxidovy anionradikdl Q%
peroxid vodiku H>0:
hydroxylovy radikal HO
ozon O3

hydroxyperoxylovy radikal ~ HO»’
peroxylovy radikal ROO
singletovy kyslik 0,

13



2.1.1 Vznik ROS

Reaktivni kyslikové radikdly jsou generovany riznymi reakcemi a pochdzeji z raznych
zdrojii. Tyto zdroje miZeme rozdé€lit na endogenni a exogenni. Jakykoliv elektrony
prenasejici protein ¢i enzymaticky systém muze produkovat ROS, a to jako produkt
vedlejsi (Dalle-Donne, 2006). ROS mohou byt v organismu produkovany na riznych
mistech, napiiklad NADPH-oxidasa se nachazi v plasmatické membrané, xanthinoxidasa
produkuje ROS v cytoplasmé, a cytochrom P450 a dalsi enzymy jsou lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu (Dalle-Donne, 2006). NADPH-oxidasa (NOX) je
transmembranovy enzym, ktery ma nékolik isoforem. NOX je jedinym zndmym
enzymem, jehoz vyhradni funkci je produkce kyslikovych radikdl. Tento enzym
katalyzuje jednoelektronovou redukci kysliku, ¢imz vznika superoxidovy anionradikal
(Tang et al., 2014). Xanthinoxidasa je jedna z forem xanthinoxidoreduktasy. Tento
enzym produkuje superoxidovy anionradikdl a peroxid vodiku, a to pfi oxidaci
hypoxanthinu na xanthin (Tang et al., 2014). Mezi dalsi funkce xanthinoxidasy patii
katabolismus xenobiotik v rdmci detoxifikaéniho procesu (Cooper et al., 2006).
Cytochrom P450 monooxygenasy jsou hemoproteinové enzymy, které maji kli€ovou roli
v primdrnich 1 sekundarnich metabolickych drahdch (Lamb a Waterman, 2013).
Cytochrom P450 mimo jiné katalyzuje detoxikacni reakce, pii kterych je produkovéan
superoxidovy anionradikdl. Peroxisomy jsou mistem vysoké produkce peroxidu vodiku
v bunice, obsahuji totiZ enzymy (oxidasy, peroxidasy atd.), které generuji peroxid vodiku
(Miwa a Beckman, 2008). Dal$im z enzymil je naptiklad cyklooxygenasa (Fujii et al.,

2005).

Existuji i neenzymatické endogenni zdroje, napiiklad nejvétSim producentem
superoxidového radikdlu je mitochondridlni elektronovy transportni fetézec. Tento
systém pfenasi elektrony béhem tvorby ATP, kdy tyto elektrony slouZi k redukci kysliku
na vodu. AvSak ¢ast znich opousti systém a zpisobi produkci superoxidového
anionradikdlu. V mitochondriich ndsledné mohou vznikat i dal§i ROS. V matrix
mitochondrii je enzym superoxiddismutasa, ktery pfi reakci se superoxidem generuje
peroxid vodiku (Tang et al., 2014). Superoxidovy anionradikdl mtiZze byt produkovan také
béhem fagocytézy leukocytl, monocyti a makrofagli. Reakce Harber-Weiss (1)

a Fentonova reakce (2) vedou k rozkladu peroxidu vodiku na hydroxylovy radikél, a to

v ptitomnosti Zeleznatych ¢i méd’natych iontl (Kodrik et al., 2015).
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Fet3+ 0; - Fe*t?+ 0, (1)
Fe*? + H,0, » Fe™ + OH  + OH  (2)

Existuje nékolik exogennich oxidantti, které plisobi na organismy a vedou k produkci
ROS. Patii mezi n¢ ionizacni zafeni, které za pritomnosti kysliku dokdze preménovat
hydroxylovy, superoxidovy a dal§i organické radikdly na peroxid vodiku
a organoperoxidy. Vystaveni bunék ptusobeni ozonu mize vést k lipidické peroxidaci.
Dalsimi exogennimi oxidanty jsou také ionty té¢zkych kovi, jako je Zelezo, meéd’, rtut’ atd.
Tyto ionty pochdzi z polutantli z prostfedi a indukuji produkci ROS. Jejich ptisobeni vede
k poskozeni bunck. Piedpokladd se, Zze ROS jsou produkoviny také po vystaveni

enviromentalnim kontaminantiim, jako jsou herbicidy a insekticidy (Kodrik et al., 2015).
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2.1.2 Obrana proti ROS

Rovnovdha mezi produkci a neutralizaci ROS je velmi delikatni. Pokud se bilance
pfikloni k nadprodukci ROS, u bunky se za¢nou projevovat zndmky oxidacniho stresu.
K obran¢ organismil slouzi antioxidacni systém (Carocho a Ferreira, 2013). Rozdéleni
antioxidantli je zobrazeno na (Obr. 1). Halliwell (2007) definoval antioxidanty jako
jakoukoliv substanci, kterd oddaluje, pfedchazi ¢i odstraniuje oxidacni poskozeni cilovych
molekul (Halliwell, 2007). Existuji jisté mechanismy, které snizuji ptisobeni reaktivnich
sloucenin kysliku na organismus. Patii mezi né mechanismy zabranujici tvorbé novych
radikal?l, dale také mechanismy vychytéavajici jiZ vytvorené volné radikaly (Stipek, 2000).
Tyto molekuly se oznacuji za tzv. scavengers (vychytdvace), které dany radikal zachyti
a pfeméni jej na neradikdlovou formu, nebo tzv. quenchers (zhdSece), které molekulu
zachyti a zahasfi reaktivitu (Benes, 2008). Poslednim typem obrannych mechanismu jsou
takové, které se podili na opravé poskozenych biomolekul (Stipek, 2000). Patii sem

napfiiklad peptidasy i reparacni endonukleasy (Benes, 2008).

Déle mohou byt antioxidacni systémy rozd€leny na enzymové a neenzymové. Je to
fada sloucenin, které jsou nazyviny antioxidanty (Santos et al., 2018). Enzymové
antioxidanty se d€li na primdrni (katalasa, superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa atd.)
a sekundarni (glutathionreduktasa) (Carocho a Ferreira, 2013). Katalasa je antioxidacni
enzym vyskytujici se ve vétSiné organismech s aerobnim metabolismem. Tento enzym
zabranuje vytvoreni hydroxylového radikédlu roz$tépenim peroxidu vodiku na vodu
a kyslik. Je zndmo mnoho katalasovych sekvenci, které se fadi do jedné ze tii skupin, a to
monofunk¢ni katalasy, katalasy-peroxidasy a katalasy obsahujici mangan (Chelikani et
al., 2004). Superoxiddismutasa je jednim z hlavnich antioxida¢nich enzymt a jsou zndmy
tii isoformy tohoto enzymu. Tento enzym dismutuje superoxidovy anionradikal na
peroxid vodiku (Fujii et al, 2005). Glutathionperoxidasa 1 je hlavni isoforma
glutathionperoxidasové proteinové rodiny a je dilezitym antioxida¢nim enzymem. Tento
enzym je dulezity pfi detoxifikaci peroxidu vodiku, k ¢emuZz pouzivd redukovany

glutathion (GSH) jako donor elektronti (Santos et al., 2018).

Mezi neenzymatické slozky obranného systému patii fenoly, vitaminy (vitamin A, C
a E); ddle napiiklad glutathion ¢i karotenoidy, flavonoidy a dal$i (Carocho a Ferreira,
2013). Vitamin C neboli kyselina askorbova obsahuje dv¢ latky s antioxida¢ni aktivitou,

a to kyseliny L-askorbovou a L-dehydroaskorbovou. Vitamin E zastavuje lipidickou
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peroxidaci tim, Ze daruje fenolicky vodik peroxylovému radikdlu. Flavonoidy jsou
obsdhld skupina antioxidantd. Jejich antioxidacni aktivitu zde zajiStuji hydroxylové
skupiny, které jsou navazany na kruhové struktury (Carocho a Ferreira, 2013).
Karotenoidy, jako je B-karoten a lykopen se chovaji jako antioxidanty v biologickych
systémech. Jejich aktivita je zaloZena na struktuie molekuly, a to pfevdzné na ptitomnosti
konjugované dvojné vazby, kterd je dileZita pfi transferu energie. Karotenoidy mohou
interagovat s volnymi radikdly tfemi riznymi zplsoby, a to transferem elektrond,
abstrakci vodiku ¢i adici radikdlu (Young a Lowe, 2001). Mezi dal$i neenzymatické
antioxidanty patii napiiklad Koenzym Q10, kyselina moc¢ové a glutathion. Glutathion je
endogenni tripeptid ochraniujici buiiku pfed volnymi radikdly. Daruje sviij vodikovy atom
¢i elektron, a tim zhasi radikdl. Hraje také duleZitou roli pfi regeneraci dalSich

antioxidantti, jako je askorbat (Carocho a Ferreira, 2013).

Antioxidanty

- »

Enzymatické Neenzymatické

\
« " “ \\\ »

/
Primarni Sekundarni Fenoly // \ Flavonoidy

Vitaminy Karotenoidy

Katalasa
Superoxiddismutasa Glutathionreduktasa
Glutathionperoxidasa

Obr. 1 Rozdéleni antioxidanti (Carocho a Ferreira, 2013).
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ROS mohou byt pfi¢inou vzniku bunécného stresu, ktery mize vést ke smrti buiky
apoptosou €1 nekrosou (Dalle-Donne, 2006). VySe zminé€né antioxidanty reguluji jejich
hladinu a udrZuji tak homeostizu. Pokud antioxidanty snizi hladinu ROS pod
homeostatickou hodnotu, mize byt naruSena fyziologicka funkce oxidantli v proliferaci
bunék a pfi obran¢ hostitele. Stejné tak i zvySend koncentrace ROS je Skodliva, miiZe vést
k jiz zminéné bun&cné smrti nebo k urychleni starnuti a rozvoje s nim spojenych nemoci
(Santos et al., 2018). Poskozovany jsou pifevazné makromolekuly. Kromé téchto ucinkt
muze zvySend hladina ROS predstavovat stresovy signdl, ktery aktivuje specifické

signdlni drdhy citlivé na redoxni zmény. Po aktivaci mohou mit tyto signdlni drahy bud’

Skodlivé, nebo ochranné funkce (Santos et al., 2018). Obr. 2 zobrazuje schéma popisujici

tyto déje.

Endogenni zdroje Antioxidacni obrana Exogenni zdroje
Mitochondrie Katalasa UV svétlo
Peroxisomy Superoxiddismutasa loniza&ni radiace
Lipoxygenasy Glutathionperoxidasa Chemoterapeutika
NAD(P)H-oxidasy Glutathion Toxiny z prostedi
Cytochrom P450 Vitamin A, CaE

ROS
ONOO™ H,0, RO (07 NO, Oy OH ROO
Nizka hladina ROS Homeostaze Vysoka hladina ROS
! ‘ — T~
wfieeha pr/ollferace a Normalni rlst a Bunécéné Signalni
defektni obrana . N , s
metabolismus poskozeni drahy

hostitele

Obr. 2 Souhrn zdrojit ROS a nasledné bunécné odpovédi (Santos et al., 2018).
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2.2 Fyziologické u¢inky ROS

Reaktivni slouceniny kysliku hraji v organismu fadu dulezitych fyziologickych funkci.
Ucastni se zdndtlivych a obrannych reakci, uplatiiuji se v regulaci bunééného cyklu
a funguji jako signdlni molekuly bunécnych dé&jii. Vyhodou vyuziti ROS jako signalnich
molekul je ta skutecnost, Ze existuje mnoho typi kyslikovych radikalt, které maji odlisné
vlastnosti. Kyslikové radikdly iniciuji biochemické reakce, u nichz déle ovliviiuji jejich
smér a rychlost. Aktivita nékolika molekul je bud piimo, nebo nepiimo regulovédna
oxida¢nim stresem (Covarrubias et al., 2008). Mnoho molekul relevantnich pro vyvoj je
citlivych na piasobeni ROS, proto jsou ROS povazoviny za regulatory bunécnych
procest, jako je proliferace, diferenciace, smrt ¢i migrace (Obr. 3). Rozdilné hladiny ROS
indukuji specifické bunétné procesy. Malé mnozstvi ROS je mitogenni ¢i podporuje
diferenciaci, na rozdil od vétstho mnozstvi ROS, které zplsobuje zastaveni riistu.
V ptipadé, Ze je mnozZstvi ROS jesté vétsi, dojde k aktivaci apoptézy (Covarrubias et al.,
2008). Mezi fyziologické d¢je, kde jsou ROS zapojeny, patii i fagocytéza. Fagocytdza je
proces, kdy dochdzi k odstranéni zbytkd mrtvych bunék ¢i k pohlcovani a usmrceni
bakterii. V jedné z fazi fagocyt6zy dochazi k produkci ROS. Proces tvorby ROS se zde
nazyvd oxidaéni vzplanuti, a podili se na né&m enzymy NADPH-oxidasa

a myeloperoxidasa (Stipek, 2000).

Rozvoj

Zastaveni rustu

Diferenciace *

Proliferace

Obr. 3 Bunécné procesy, které jsou ovliviiovany ROS (ptfevzato z (Covarrubias et al., 2008)).
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Bunééné pochody jsou fizeny signdly, a to jak extracelularnimi (za pomoci primarnich
poslit), tak intraceluldarnimi (pomoci sekundarnich a tercidlnich poslit). ROS jsou brany
jako sekundarni poslové, kteii predavaji zpravu z extracelularniho prostiedi a generuji tak
specifickou bunénou odpovéd’ (Covarrubias et al., 2008). Tyto signdly ovliviiuji aktivitu
enzymi a expresi gend. Primdrni ROS jsou dobtfe kontroloviany enzymy jako je
superoxiddismutasa a katalasa, a jejich reakce s biomolekulami jsou vratné. Jsou tedy
idedlni pro fyziologickou ¢i patofyziologickou intracelularni signalizaci. Signalni
kaskady, ve kterych jsou zapojeny ROS, reguluji procesy jako je syntéza insulinu,
aktivace HIF, proliferace bun¢k, diferenciace a migrace (Weidinger a Kozlov, 2015).
Stimulace fady receptort rtstovych faktorti a cytokinint aktivné podporuje produkci
ROS. Riizné receptory signdlnich drah nejen Ze odpovidaji na redoxni zmény bun¢k, ale
také se aktivné podileji na rozvoji redoxnich zmén uvniti bunék. Nejznaméjsim je pak jiz
zminéné oxidacni vzplanuti, ke kterému dochézi u fagocytujicich bunék (Covarrubias et

al., 2008).

Velké mnoZstvi proteini dillezitych pro rozvoj je citlivych na oxidac¢ni stres. Proteiny
jsou Casto modifikovany na cysteinovych residuich, avSak i dal$i aminokyseliny mohou
byt modifikovany (Tyr, Trp, His atd.). Velké mnozstvi makromolekul je citlivych
na redoxni modifikace pomoci ROS. Jsou to napiiklad fosfatazy, kinazy a velké mnozstvi

transkrip¢nich faktor (Covarrubias et al., 2008).

Kromé posttranslacnich modifikaci na signdlnich proteinech mohou ROS vyvolat
transkripcni aktivaci specifickych gent. Bylo zjiSténo, Ze transkrip¢ni faktory, které jsou
zapojeny v reakci na oxidacni stres, hraji zdsadni roli ve vyvojovych procesech.
Napiiklad, NF-xB neboli nuclear factor kB, je indukovdn v reakci na zvySenou
koncentraci ROS a jeho ¢innost je regulovana systémem Trx / Refl (Covarrubias et al.,
2008). Tento faktor je kyslikovymi radikdly aktivovdn, coZ mu umoZiiuje piesun
z cytosolu do jadra, kde se vdZe na DNA. Zde pak dochazi k aktivaci exprese n¢kolika
cilovych genti pro kédovani ristovych faktord, cytokini a proteinti akutni fize (Stipek,
2000). NF-kB proteiny mimo to, Ze piisobi v procesech jako je rust, proliferace atd., maji
kli¢ovou roli v imunitnim systému. Pfes tento transkripéni faktor v Imd drize ROS
ovlivituji drdhy pro expresi antimikrobidlnich peptidii. Antimikrobidlni peptidy (AmP)
jsou jednou z obrannych slozek organismii vic¢i patogenim (vice v Kkapitole 2.4)

(Brutscher et al., 2015). Reaktivni formy kysliku ale interaguji s témito transkripénimi
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faktory hned nékolika zptisoby, které jsou Casto protichtidné. NF-kB regulacni geny se
ucastni regulace mnozstvi ROS v buiice, ale na druhou stranu maji ROS inhibi¢ni ¢i
stimula¢ni funkci v NF-kB signalizaci. NF-xB zvysuje expresi antioxidac¢nich proteini,
¢imz ovlivituyje hladinu ROS v bunice (Morgan a Liu, 2011). VétSinou exprese genu
NF-«B podporuje preziti bunck, ale vyskytuji se i ptipady, kdy dochédzi k bunécéné smrti
(Perkins a Gilmore, 2006).

2.3 Skodlivé vlivy ROS

Bylo prokdzano, ze kyslikové radikédly zpiisobuji poskozeni bunéénych komponent
1 degraduji fadu makromolekul. Buné¢né oxidaéni poskozeni se rozviji, pokud rovnovaha
mezi produkci a detoxifikaci ROS neni ustanovena. Mezi modifikace zptisobené ROS
patii lipidicka peroxidace, karbonylace proteinti a modifikace nukleovych kyselin (Miwa
a Beckman, 2008). K oxidaci lipidii dochdzi v ptipad¢, Ze ROS plisobi na tyto molekuly.
Lipidicka peroxidace je vyznamnd u membranovych lipidi. Jejich oxidaci pak dochdzi
ke ztrat€¢ dvojnych vazeb, coZ vede ke ztrat¢ fluidity a propustnosti membran. Zaroven
jsou na membranach vazany enzymy, které vlivem lipidické peroxidace mohou ztratit

svou funkci (Valko et al., 2007; §tipek, 2000).

Pisobenim kyslikovych radikdli na proteiny mulzZe dochdzet k nefyziologickym
zmeénam jejich struktury (zesitovani a agregace struktur, fragmentace, modifikace
benzenovych jader AMK a thiolovych skupin). Tyto zmény mohou vést ke zméné az
ztrat€ aktivity enzymu, pficemz ireversibilni zmény vedou azZ k bunéénému poskozeni.
Vyznamné jsou oxida¢ni modifikace strukturnich proteinli a enzymi, které hraji dileZitou
roli vrozvoji nékterych nemoci (ateroskleréza, artritida, diabetes mellitus aj.)

(Baltacioglu et al., 2008).

V ptipadé€, ze ROS reaguji s nukleovou kyselinou (DNA ¢i RNA), dochazi nej€astéji
k hydroxylaci bazi (Obr. 4). Tato modifikace ovliviiuje parovéni bdzi, coZ postupné vede

ke vzniku bodovych mutaci, chybné translaci a nasledné chybné proteosyntéze. To muize

v

2004).
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Obr. 4 Hydroxylaéni reakce deoxyguanosinu v DNA (upraveno dle (Kasai, 1986)).

JelikoZ ROS maji kratky polo€as Zivota, in vivo se vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich, a proto je velmi obtizné je studovat. Alternativou je métfeni koncovych
produkti oxidacniho poskozeni zplsobeného pravé ROS. Markerem oxida¢niho
poskozeni je takova latka, jejiz mnoZstvi se zvy$i v pifitomnosti oxida¢niho stresu.
A naopak pii absenci oxida¢niho stresu ziistdvd mnoZstvi markeru nezménéno (Miwa a

Beckman, 2008). Vice v kapitole 2.5.

2.3.1 Lipidicka peroxidace (LPX)

Lipidicka peroxidace se muze rozvijet jak neenzymatickou, tak i enzymatickou cestou.
Enzymatickd peroxidace lipidl je katalyzovana enzymy jako je napiiklad lipoxygenasa
¢i cyklooxygenasa (COX). Mezi inicidtory neenzymatické peroxidace patii superoxidovy
anionradikdl a hydroxylovy radikdl. Redukce Zelezitého iontu na Zeleznaty
prostifednictvim superoxidu je jednim ze zplsobu iniciace LPX. Tento ion je ndsledné
schopen katalyzovat tvorbu hydroxylového radikdlu Fentonovou reakci (1). DalSimi
inicidtory mohou byt napiiklad xenobiotika ¢i fagocytujici buniky (Denisov a Afanas'ev,

2005).

Reakce lipidické peroxidace jsou obvykle volnymi radikaly fizené retézové reakce,
kde jeden radikdl muze indukovat oxidaci pomérné velkého mnozstvi substratu
(napft. polynenasycené mastné kyseliny, tzv. PUFA). Cely proces, ktery je zndzornén na

(Obr. 5), sestava z iniciace (a), propagace (b) a terminace (d) (Abuja a Albertini, 2001).

Y

Vv s

z nenasycené lipidové molekuly. NejcastéjSimi inicidtory hpldlcke per0x1dace v bunikdch

jsou pravé ROS, napiiklad hydroxylovy a peroxidovy radikdl. Vznikajici radikal neni

ptili§ stabilni, tudiZ hned vzapéti nastdva druhy krok, a to propagace. V propagacnim
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kroku reaguje volny radikdl R" s molekulou kysliku a vznika tak peroxylovy lipidovy
radikal ROO" (Obr. 5, reakce b). Tento peroxylovy radikal rovnéz neni piili§ stabilni,
takZe v ndsledujicim kroku muze reagovat s dal$i nenasycenou lipidovou molekulou
(Obr. 5, reakce c¢) (StAngelo, 1996). A jak je zndmo, pokud radikdl reaguje
s neradikdlovou molekulou, vZdy je produkovan dalsi radikdl. Touto reakci je tedy
generovan hydroperoxid ROOH a dalsf lipidovy radikdl R". Takto mtliZe fetézova reakce
pokracovat, protoze nove vznikajici radikdly reaguji stejné. Radikdlova fetézova reakce
se zastavi az ve chvili, kdy spolu reaguji dva radikdly a vytvoii neradikdlovy produkt
(Obr. 5, reakce d a e). Toto vSak nastivd az pii dostateCné¢ vysoké koncentraci

radikdlovych molekul. Tento proces se nazyva terminace (StAngelo, 1996).

e, e

vvvvvv

coz je latka s mutagennimi vlastnostmi a také je to jeden z inicidtord karcinogeneze.
MDA byva Casto pouzivan jako marker oxidacniho poSkozeni v biologickych vzorcich

(Kinter, 1995).

Pokud lipidovd peroxidace probéhne na membriné, dojde k okamZzitému sniZeni
fluidity, a naopak iontova permeabilita membriny se zvysi. Pokud je troven lipidické
peroxidace dostatecné vysoka, vede to ke ztraté vlastnosti a funkci membrany. Napiiklad
muze dojit ke ztrat€¢ funkce tzv. bariéry, k lyzi bun¢k a az k bunécné smrti. Iontovy
gradient hraje dileZitou roli hned v nékolika fyziologickych procesech, jako je
energeticky metabolismus ve vnitfni mitochondridlni membrdné¢ a vodivost nervu

v plasmatické membrané (Miwa a Beckman, 2008).

Vitamin E (a-tocopherol) hraje klicovou roli v minimalizaci poSkozeni zpiisobeného

lipidickou peroxidaci (Miwa a Beckman, 2008).
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RH + iniciator — R (a)

R + 0, > ROO" (b)

ROO" + RH —- ROOH + R’ (c)
R+R - R—R (d)

LOO' + R'— ROOR (e)

Obr. 5 Reakce lipidické peroxidace (upraveno dle (StAngelo, 1996))

2.3.2 Karbonylace proteinii (PCO)

Proteiny jsou jednim zhlavnich cili oxida¢niho poSkozeni, jelikoZ jsou hlavnim
komponentem vétSiny biologickych systémi a pohlcuji velké mnoZstvi reaktivnich ¢astic
a radikalt (Dalle-Donne, 2006). Ne¢které z proteinovych modifikaci, které byly
indukovény reaktivnimi formami kysliku, mohou byt neSkodné, avSak vétSina vede az
k pozménéni ¢i Uplnému rozbaleni proteinové struktury (Baltacioglu et al., 2008). Mezi
neSkodné modifikace patii naptiklad reversibilni proteinové modifikace, jako jsou
S-glutathionovd a methioninova sulfoxidace, které mohou slouZit jako ochrana proti
nevratné oxidaci a modulaci funkce proteinti (Dalle-Donne, 2006). Naopak ireversibilni
proteinové modifikace mohou vést aZ k inaktivaci proteini a mohou mit zhoubny efekt
pro buiitku. Mnoho druhtli proteinovych oxida¢nich modifikaci byva indukovano pravée

pomoci ROS (Baltacioglu et al., 2008).

Karbonylace je pak nevratnd neenzymaticka modifikace proteind, kterd ¢asto vede ke
ztraté jejich funkce (Dalle-Donne, 2006). Proteinové karbonylové deriviaty mohou byt
produkovany fadou oxidacnich cest, které jsou zndzornény na (Obr. 6). Reaktivni formy
kysliku mohou reagovat pifimo s proteiny, ¢imZ poskytuji vysoce reaktivni karbonylové
derivaty vzniklé Stépenim peptidové vazby a-amidaci nebo oxidaci glutamylovych
zbytkl (cesta €. 1). Dal$i moZnosti je piimd oxidace postrannich fetézct specifickych
aminokyselin; jako je lysin, arginin, prolin a threonin. Oxidace zde probihd zejména diky
kovové katalyze (cesta ¢. 2). Dal$i moZnosti je pfitazeni reaktivnich aldehyda
pochézejicich z kovem katalyzované oxidace polynenasycenych mastnych kyselin. Tyto
aldehydy (napifiklad malondialdehyd, akrolein atd.) nasledné reaguji se zbytky

aminokyselin lysinu, histidinu a cysteinu (cesta ¢. 3). Nakonec, karbonylové skupiny
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mohou byt generovdny reakci primarni aminoskupiny lysinového zbytku s reaktivnimi
karbonylovymi derivaty, coZ jsou napiiklad ketoaminy a ketoaldehydy pochdazejici
z reakci redukujicich cukrii nebo jejich oxidaCnich produkti s lysinovymi zbytky
(cesta €. 4) (Dalle-Donne, 2006; Miwa a Beckman, 2008; Baltacioglu et al., 2008).
Karbonylace je také jednim z indikdtort téZkého oxida¢niho poskozeni a proteinové

dysfunkce zptisobené né¢jakym zdvaznym onemocnénim (Baltacioglu et al., 2008).

PFima oxidace protein pomoci

ROS
Oxidacni rozklad Redukujici sacharidy
polynenasycenych nebo jejich oxidac¢ni
mastnych kyselin (PUFA) produkty

A4

Reaktivni aldehydy reagujici
se zbytky Lys, His, Cys,.. 3

MDA, akrolein

4

Reaktivni karbonylové derivaty
4 reagujici s Lys zbytkem

Karbonylace

proteint

ketoaminy, ketoaldehydy

Oxidace specifickych vedlejSich
fetézct aminokyselin

Lys, Arg, Pro,..

Obr. 6 Pivod karbonylovanych proteinti (upraveno dle (Dalle-Donne, 2006)
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Proteiny, na rozdil od nukleovych kyselin, nemohou byt po oxidacnim poSkozeni
opraveny. Nukleové kyseliny disponuji reparatnimi mechanismy, kdy dochazi
k vyfiznuti a nahrazeni poskozené ¢ésti fetézce. Opravit oxidované proteiny neni mozné,
proto nastavd jejich degradace na jednotlivé aminokyseliny, a to pomoci raznych
endogennich proteas (Denisov a Afanas'ev, 2005). Mirné karbonylované proteiny jsou
degradovéany proteasomalnim systémem, avSak t€¢Zce karbonylované proteiny agreguji
atim se stavaji resistentni proti degradaci (Dalle-Donne, 2006). Oxidacni modifikace
enzymtu a strukturnich proteinti hraje dtleZitou roli v ptivodu a rozvoji nékterych nemoci.
Velké mnoZstvi neurodegenerativnich nemoci je spojeno s akumulaci karbonylovanych

proteinli v tkdnich. Mezi tyto nemoci patii napiiklad Alzheimerova a Parkinsonova

nemoc, katarakt, artritida, diabetes mellitus a ateroskler6za (Baltacioglu et al., 2008).

Karbonylace proteint je Siroce vyuzivany biomarker oxidacniho poSkozeni proteinii
a vyjadfuje bunécné poSkozeni vyvolané riznymi formami ROS (Dalle-Donne, 2006).
Stejné jako lipidy, i proteiny mohou byt pfed oxidaci ochranény pomoci antioxidantl
atzv. zhasecu volnych radikdld. Mezi tyto ochranné latky patii naptiklad glutathion,

vitamin E, pyridoxamin atd (Denisov a Afanas'ev, 2005).

2.3.3 Oxidac¢ni poSkozeni DNA

Volné radikdly mohou poskozovat i nukleové kyseliny, které jsou snadny cil pro oxidanty
jako naptiklad ROS (Denisov a Afanas'ev, 2005). DNA poskozeni zptisobené ROS se
dé€li na dvé skupiny, a to posSkozeni nukleotidovych bdzi nebo Idméni vlidken DNA (Miwa
a Beckman, 2008). V buiice probihd soutéZ mezi adici hydroxylovych radikalt do bazi
a odebranim vodikového atomu ze sacharidi, a to hydroxylovym radikdlem (Denisov a
Afanas'ev, 2005). Ze vSech purinovych a pyridinovych bazi je k oxidaci nejvice nachylny
guanin. V rdmci oxidace je hydroxylovd skupina navdzdna na pozici 8 v guaninové
molekule, a vznika tak oxida¢ni produkt 8-hydroxy-2°-deoxyguanosine (8-OHdG), coz
je zaroven i marker DNA oxidace (Obr. 7) (Wu et al., 2004). Tento hydroxylovany guanin
se paruje jak s adeninem, tak i s cytosinem, tim zplsobuje fadu mutaci a hraje roli
v karcinogenezi a starnuti (Barzilai a Yamamoto, 2004; Lengger et al, 2000).
V souvislosti s poSkozenim DNA je ¢asto zminovan hydroxylovy radikal vznikajici ve
Fentonové reakci (1). Hydroxylové radikaly jsou schopny odebrat vodikovy atom DNA

deoxyribose, coz vede k vytvofeni jednovldknového zlomu v molekule DNA.
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Jednovlaknové zlomy nejsou nutné letdlni, jelikoZ mohou byt enzymaticky opraveny.

V ptipadé¢ dvouvladknového zlomu,

ktery nastdvd pfi mnohondsobném ataku

hydroxylovych radikdlii, je smrt buiiky velmi pravdépodobnd (Denisov a Afanas'ev,

2005).
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Obr. 7 Chemicka struktura 8-OHdG a jeho analogii: (A) struktura nemodifikované guaninové
baze, (B) struktura oxidované baze, (C) analog 8-OHdG z RNA, (D) struktura §-OHdG z DNA

(ptevzato z (Wu et al., 2004))
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Existuje specifickd a nespecifickd forma opravy DNA (Obr. 8). Enzymaticky
mechanismus je odpovédny za rozpozndni, vyfiznuti a nahrazeni poSkozenych struktur
témi normdlnimi. Nespecifickd enzymova oprava pomoci endonukleasy je zaloZena
na vynechéni poskozené ¢asti DNA a tim uvoliuje deoxynukleotidy, zatimco specifické
DNA-opravné glykosylasy odstranuji poskozenou bazi, a uvoliuji volné béze.
Deoxynukleotidy uvolnéné pfi nespecifické opravé jsou enzymaticky hydrolyzovany
na deoxynukleosidy, které naddle nejsou metabolizovany. Tyto deoxynukleosidy i volné
baze jsou vyluCovany moci (Shigenaga a Ames, 1991). Aby byl pro opravu DNA dostatek
Casu, bunky aktivuji své kontrolni body v rdmci bunécného cyklu, coz vede k pozastaveni
bunécného cyklu a predchdzi tak replikaci poSkozené, defektni DNA (Barzilai a

Yamamoto, 2004).

Vseobecné vSechny tradi¢ni antioxidanty a zhaSece volnych radikal jsou schopny
inhibovat poskozeni DNA zpiisobené ROS. Napitiklad flavonoidy a flavony se zdaji byt
velmi efektivni pfi inhibici tohoto poSkozeni. Antioxida¢ni enzymy superoxiddismutasa
a katalasa taktéz ochranuji DNA ptfed ROS zpiisobenou degradaci (Denisov a Afanas'ev,

2005).
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Obr. 8 Oprava poSkozené DNA baze pomoci nespecifické endonukleasy nebo specifické
glykosylasy (pfevzato a upraveno dle (Shigenaga a Ames, 1991))
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2.4 Propojeni drah oxidacniho stresu a imunity

Imunitni systém obecn¢ pfedstavuje obranu proti vn¢j$im a vnitfnim biologickym vlivim.
Obranny mechanismus hmyzu lze rozdé€lit do ti{ drovni. Prvni obranou jsou fyzikalni
bariéry, mezi které patii kutikula, sténa stfev, tracheje a peritrofickd membrana. Za druhy
stupent obrany je povaZovana bunécnd imunita, kterd je velmi tzce spjata s posledni
drovni imunity, a to humordlni sloZkou (Antunez et al., 2009). Humoralni a bunéc¢nou
imunitu nelze zcela odd¢lit, protoze velka fada humorélnich faktorti je zapojena v regulaci
aktivity hemocytll a naopak, hemocyty produkuji mnoho obrannych molekul (Obr. 9).
V rdmci humorélni imunity dochdzi k aktivaci profenoloxidasového systému, k produkci
ROS, RNS, ¢i antimikrobidlnich peptidi (Borba et al., 2015). U socidlniho hmyzu
existuje také tzv. socidlni imunita, kterd je zaloZena na specifickém chovani jedinct
ve spolecnosti. Hraje daleZitou roli v udrZeni véelstva, ale nutné neochranuje individudlni

Cleny vcelstva (Danihlik et al., 2015).

| Humoralni imunitni odpovéd’ | Bunééna imunitni odpovéd

|

—‘ Rozpoznavajici receptory l

| —>| Diferenciace hemocytt |
| Serinové proteasy )—
|
Signalni drahy _,I Fagocytéza I
(IMD, TOLL, JAK- | Produkce ROS |
STAT)
l . Nodulace,
Amp enkapsulace

— | PO kaskada |[+«—

Lytické enzymy:
—> Y ymy Melanizace
lysozym, esterasy

Obr. 9 Schéma zndzoriujici drahy imunitniho systému (upraveno dle (James a Xu, 2012)).
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Mitochondrie jsou povazovany za dllezité zprostiedkovatele imunitni odpovédi, a to
nejenom protoze jsou zdrojem energie potfebné pro imunitni odpovéd’, ale hlavné diky
vedlejSim produktim mitochondridlntho metabolismu, jako napiiklad ROS.
Mitochondridlni ROS jsou produkovany ve vsech buiikidch s mitochondriemi a jsou
zapojeny v regulaci signdlnich drah, apoptéze, zdnétu a diferenciaci. ROS jsou také
zapojeny v regulaci imunitnich signalnich drah. Maji roli jak v humoralni, tak bunécné
vrozené imunité. Mimo jiné slouzi k piimé eliminaci patogent, a to diky svym
mikrobicidnim efektim. ROS slouzi také k signalizaci pro proliferaci a diferenciaci

hemocytii u octomilky (Drosophila melanogaaster) (Salminen a Vale, 2020).

Imunitni reakce u vcel a s ni spojeny oxidacni stres mize byt vyvoldn jak piirodni
cestou (fadou patogenli a parazitil), tak vlivem prostiedi a cizorodych latek. Mezi tyto
xenobiotika patii napiiklad 1éCiva, pesticidy, polutanty ¢i alkaloidy. Naptiklad
organofosfaty, cozZ je jeden z mnoha typu pesticidd, zpiisobuje pokles poctu hemocytl

a ovliviiuji fagocytézu (James a Xu, 2012).

2.4.1 Fyzikalni bariéry

Vcely (stejn¢ jako ostatni hmyz) maji povrch téla pokryty kutikulou, ktera se sklada
z chitinu, sklerotinu a lipida. Kutikula také vystyla tracheje a predni a zadn{ stfevo. Brani
tak patogeniim proniknout dovniti do tkdni. Nejcastéji se patogeny do organismu
dostavaji pies travici dstroji, kdy vcela tento patogen pozie, ¢imz se dostane do stfedniho

stieva, které neni chranéno kutikulou.

2.4.2 Buné¢éna imunita

Bunécnou imunitu u vcel predstavuji hemocyty, které jsou volné rozptyleny
v hemolymf¢, a které brani organismus za pomoci fagocytdzy, enkapsulace ¢i nodulace
(Borba et al., 2015). U vcel bylo popsdno n¢kolik druhli hemocytt, které se 1isi svou
morfologii ¢i funkci. Jsou to naptiklad progenitorové buiiky, plasmatocyty, granulocyty,
oenocyty Ci koagulocyty. Rizné hemocyty maji rizné role v imunitnich reakcich
a ochran¢ organismu. Malé cizorodé Castice (napiiklad patogeny) mohou byt pohlceny
fagocytdzou, zatimco vEtsi patogeny €i shluky bunék jsou obaleny vEétSim mnoZstvim
hemocytl a enkapsulovany. Po enkapsulaci se k patogenu nedostdva potrava ani vzduch

a patogen umird. Nodulace je pak odpovédi na velké mnoZstvi cizich bunék.
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2.4.3 Humoralni imunita

Humordalni imunita je zprostfedkovana latkami pfitomnymi v hemolymf¢ a nebunécnymi
reakcemi. Tyto latky jsou produkovany tukovym télesem ¢i hemocyty. N&které z faktorti
jsou v hemolymf¢ pfitomny neustdle (napft. lektiny), dalsi jsou produkovany v zavislosti
na zivotnim stadiu (fenoloxidasa), nebo jsou vyvoldny a sekretovany v odpovédi

na mikrobialni infekci (AmP) (Danihlik et al., 2015).

2.4.3.1 Lysozym

Lysozym je enzym se silnymi antibakteridlnimi ac¢inky, Stépici glykosidickou vazbu mezi
kyselinami ve vrstvé peptidoglykanu bunécné stény bakterii. U vcel pak existuji celkem
tfi typy lysozymu (Evans et al., 2006). Je to enzym, ktery obsahuje intramolekularni

disulfidické mustky, diky cemuz je tepelné stabilni.

2.4.3.2 Lektiny

Lektiny jsou proteiny, které maji schopnost shlukovat. Interaguji se sacharidy na povrchu
bunék, coz zapfi€ini jejich shlukovani a navdzdni na sebe. Tyto interakce jsou dileZité
hned ve dvou aspektech imunitni odpovédi. Prvnim z nich je rozpoznani patogenu,
a druhou je bunécnd interakce vedouci ke zneSkodnéni patogenu. Aglutininy, které se fadi

mezi lektiny, se uc€astni enkapsulace a aktivace profenoloxidasy.

2.4.3.3 Fenoloxidasa

Dulezitou sloZzkou imunitniho systému vcel je fenoloxidasova kaskdda. Celou kaskadu
1ze rozd¢lit na tii ¢asti, kdy prvni z nich je profenoloxidasu aktivujici systém (proPO-AS),
didle dochazi k aktivaci profenoloxidasy (proPO) na aktivni fenoloxidasu (PO).
Fenoloxidasa patii do tfidy oxidoreduktas a je syntetizovdn ve form¢ neaktivniho
zymogenu profenoloxidasy (proPO). Tento zymogen je postupnou kaskddou molekul
(lipopolysacharidy, peptidoglykany ¢i glukany) aktivovan. Poslednim krokem je
fenoloxidasou katalyzovand oxidace fenold na reaktivni a toxické chinony. Ty jsou
nasledné neenzymaticky pfeménény az na vysledny produkt melanin. Melanin je tmava
nerozpustnd latka, kterd hraje roli pfi ochrané proti patogentim, pfi hojeni ran a ma vliv

na zbarveni kutikuly. Enzymatické reakce v rdmci kaskddy maji za nésledek produkci
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dalSich latek, napfiklad ROS a RNS (Gonzalez-Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012).
Produkty PO aktivity stimuluji fagocytézu a enkapsulaci.

2.4.3.4 Antimikrobialni peptidy (AmP)

Antimikrobidlni peptidy jsou jednou ze sloZzek primarni imunitni reakce. U hmyzu bylo
popsano pres 200 druhtt AmP, avSak pouze omezené mnoZstvi bylo detekovano v genomu
véely (Evans et al., 2006). AmP dokézi zabit vétSinu bakteridlnich kment a hub. Jsou
tvofeny prevazné v tukovém télese, ddle pak v hemocytech, stfevech ¢i epitelu kutikuly
a nisledné jsou uvolnény do hemolymfy. Drahy vedouci k tvorbé AmP jsou aktivovany
molekulami, které se nachdzi na sténdch mikrobt (Randolt et al., 2008). Po napadeni
patogenem dochdzi k indukci syntézy AmP pomoci fagocytd, nasleduje sekrece
signdlnich molekul z hemocyti. Poté jsou fagocyty piichyceny k tukovému télesu
a dochazi k endokrinni regulaci syntézy AmP. Hmyzi antimikrobialni peptidy se skladaji
z mén¢ nez 50 AMK a jsou amfipatické povahy. VétSina druhti AmP je syntetizovanych
v reakci na infekci (apidaeciny, abaecin, hymenoptaecin a defensiny), avSak existuji i jiné
AmP, které jsou piitomné i bez indukce patogenem. Jedna se o royalisin a jelleiny, které
hraji roli v socidlni imunit¢ a jsou vyluCovdny do mateti kaSicky. DalSim vcelim
antimikrobidlnim peptidem je mellitin, ktery je soucdsti vcelitho jedu. Je to peptid
poskozujici bunécné membrany, ¢imz zpusobuje rozklad erythrocytl, leukocyta

i trombocyti (Ownby et al., 1997).

AmP patii mezi molekuly s velkym mnoZstvim riznych antimikrobidlnich aktivit. Jak
JiZ bylo zminéno, vétSina z nich jsou kationické ¢i amfipatické peptidy, které interaguji
se zdporn¢ nabitymi lipidovymi membrdanami obsahujicimi lipopolysacharidy,
peptidoglykany a glukany, které narusi. Vytvoii se tak kandly, kterymi unikaji esencidlni
metabolity a ionty, ¢i dojde k penetraci velkych molekul (peptidi ¢i proteint), coZ je pro
bakterie fatdlni. Dal§i z mechanisml plisobeni peptidl je tvorba interakci mezi AmP
a vnitinimi proteiny (DNA, RNA ¢i s dalSimi kompartmenty) mikrobidlnich bunék.
Defensin je peptid aktivni vic¢i riznym druhtim grampozitivnich (G+) bakterii, avSak
o néco méné pusobi na gramnegativni (G-) bakterie. Defensiny tvoii pory v cilovych
membrandch, ¢imZ umoZni vstup peptidi do cytosolu bunck (Ganz, 2003). Apidaecin

a abaecin maji velmi podobné sekvence AMK. Tyto peptidy maji vysokou aktivitu viici
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G- bakteriim. Hymenoptaecin je maly protein inhibujici jak G- bakterie, tak G+ bakterie.

Royalisin nejenom Ze inhibuje rist G+ bakterii, ale md soucasné i vliv na riist hub.

Exprese vcelich AmP je regulovdna pfevdaZzné¢ dvéma intraceluldrnimi signalnimi
drahami — Toll a Imd/JNK. Toll drdha je aktivovédna receptory pro rozpoznani patogenu
(PRR), mezi které patii peptidoglykanové receptorové proteiny, G- vdzajici proteiny atd.,
které vazou houbové ¢i bakteridlni PAMPs. Po navdzani PAMPs dojde pomoci serinové
proteasové kaskady k rozStépeni pro-Spaetzle proteinu. DalSimi kroky dojde k degradaci
NF-kB inhibitorti, coZ vede k uvolnéni transkripénich faktort Dorsal. Translokaci Dorsal
faktorii dojde ke zvySené expresi AmP (Brutscher et al., 2015). Imd dréha je aktivovdna
proteinem pro rozpozndni peptidoglykanu (PGRP), ktery je vdzdn na peptidoglykan
G- bakterii. Nasleduje aktivace adaptorového proteinu IMD, fosforylace Relishe a jeho
nasledné rozstépeni Dredd kaspédsou. Relish transkripéné reguluje expresi AmP a dalSich
geni zapojenych v antimikrobidlni obrané (Brutscher et al., 2015). Mira genové exprese
a syntézy peptidl je ovlivnéna fadou biotickych a abiotickych faktorti (Evans et al.,

2006).

2.4.4 Socialni imunita

Socidlni imunita je kolektivni obrana proti ektoparazitim, plynouci ze spoluprice mezi
jednotlivci. Socidlni hmyz se ¢asto shlukuje a ma nizkou genetickou variaci, proto je zde
vysoké riziko pfenosu patogenii a onemocnéni. VCely dokdZzi sniZit riziko propuknuti
onemocnéni, a to kombinaci individudlni imunitni reakce a socidlni imunity (Cremer et
al., 2007). Mezi obranné chovani socidlni imunity patfi grooming (odstranéni prachu,
pylu ¢i ektoparaziti z tél), hygienické chovani (odstranéni nemocnych ¢i mrtvych larev
a kukel) a sbér antimikrobidlnich pryskyfic (Borba et al., 2015). Imunitni reakce jedince
je pak posilena pii koordinovaném chovani a pfi interakcich s ostatnimi cleny
spolecenstva. Tim je vyvoldna kolektivni imunitni odpovéd’, jejiZ reakce maji podobné
vlastnosti jako bunéény a humoralni systém u mnohobunécného organismu (Cremer et

al., 2007).
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2.5 Metody stanoveni oxida¢niho poskozeni

2.5.1 Metody stanoveni lipidické peroxidace

Metody pro stanoveni lipidické peroxidace se déli na stanoveni prostfednictvim
primarnich nebo sekundarnich koncovych produkti. Mezi nejpouzivanéjsi markery
lipidické peroxidace patii malondialdehyd (MDA), 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) a dalsi
parametry jako jsou napf. lipidické peroxidy (LOOH).

Malondialdehyd je jednim z nizkomolekuldrnich koncovych produktii vzniklych
rozpadem primdrnich a sekundéarnich produktd lipidické peroxidace. PouZivanou
metodou pro méfeni MDA je metoda TBARS (thiobarbituric acid reactive substances),
kdy MDA pii nizkém pH a zvySené teplot¢ reaguje nukleofilni adici se dvéma
molekulami TBA, a generuje riiZovy, fluoreskujici produkt (Hodges et al., 1999). Tento
produkt lze stanovit jak spektrofotometricky (pii 532 nm), tak i fluorescencné (excitace
525 nm a emise piti 560 nm). Specifita pii spektrofotometrickém stanoveni v tkanovych
homogendtech je pomérné mald, jelikoz TBA reaguje i s jinymi molekulami a existuje
fada interferujicich latek s absorpénim maximem v okoli 532 nm. Vyslednd koncentrace
MDA tedy byvéa nadhodnocena. Specifita metody lze zvysit pomoci HPLC separace, kdy
se stanovuje pouze dany MDA-TBA produkt od ostatnich TBA vézajicich substanci.
HPLC nareverzni fazi s UV-VIS ¢i fluorescencni detekci miiZe byt pro tyto tcely pouZita.
Dal$im z krokd zvySujici specifitu stanoveni je derivatizace MDA za pomoci
2,4-dinitrophenylhydrazinu (DNPH) a konverze v pyrazolové a hydrazinové derivaty.
Toto zvySeni specifity funguje také pirevazné v kombinaci s HPLC separaci. Existuje
nckolik variaci metody MDA-TBA, avSak 1 pfes své nevyhody je spektrofotometrické
stanoveni preferované, a to prevazné diky své jednoduchosti, rychlosti a nizké cené
(Mendes et al., 2009). HPLC stanoveni je velmi specifické, avSak je pomé&rné drahé
a Casoveé narocné.

Lipidové hydroperoxidy byvaji méfeny riznymi technikami a metodami, napiiklad
HPLC stanovenim, plynovou chromatografii, iodidovou oxidaci ¢i chemiluminiscenci.
OvsSem tyto metody jsou casové ndrocné. Naopak metoda FOX2 (ferrous oxidation in
xylenol orange version 2) je jednoduchd, levnd a je velmi citlivd, dokdze stanovit
i nanomolarni mnozstvi lipidovych hydroperoxidi (DeLong et al, 2002). Lipidové

hydroperoxidy jsou stanovovany spektrofotometricky, a stanoveni je zaloZeno na oxidaci
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Zeleznatych iontl na ionty Zelezité, a to prave jiZ zminénymi hydroperoxidy v kyselém
prostiedi. Zelezité ionty nasledné tvoii komplex s xylenolovou oranZi, coZ je indikétor
Zelezitych iontl. Tento komplex ma modrofialové zbarveni s absorpénim maximem pfi
560 nm (Sodergren et al., 1998). Aby byly stanovovany pouze hydroperoxidy, jsou
vzorky méfeny ve dvou sadach, kdy prvni z nich obsahuje triphenylphosphin (TPP)
v methanolu a druhd z nich pouze methanol. Informace o hladiné hydroperoxidi jsou vice
fyziologicky relevantni, nez-li informace o mnoZstvi malondialdehydu, jako
sekundarniho koncového produktu oxidace polynenasycenych mastnych kyselin.
K organickym reaktantim je pfiddvan butylovany hydroxytoluen (BHT), ktery zde
funguje jako antioxidant (Griffiths ef al., 2000). Existuji dvé verze této metody, vice
pouzivand verze 2 umoziuje kvantifikaci malého mnoZstvi lipidovych hydroperoxida

v pritomnosti vysokého pozadi zptisobeného neperoxidovanymi mastnymi kyselinami.

Dal§i z marker, 4-hydroxynonenal (4-HNE), patii mezi signdlni molekuly
v organismu. Je to koncovy produkt oxidace nenasycenych mastnych kyselin (jako je
napfiiklad kyselina arachidonova nebo linolovd). 4-HNE byva stanovovan pomoci HPLC

s UV detekci. Avsak vice pouZivanou metodou je stanoveni pomoci LC-MS/MS.

2.5.2 Metody stanoveni poSkozeni proteint

Nejcastéjsim biomarkerem oxida¢niho poskozeni proteinil jsou karbonylované proteiny
(PCO). Mezi metody stanoveni PCO se tadi tzv. Levinova metoda, kterd je zaloZena
na reakci karbonylovych skupin s modifikovanym hydrazinem (2,4-dinitrofenylhydrazin,
DNPH). Tato reakce vede ke vzniku stabilntho aduktu, ktery miiZze byt detekovin
spektrofotometricky (pfi 370 nm) (Pirinccioglu et al., 2010). Nevyhodou je vSak
interference chromoforii absorbujicich pfi stejné vlnové délce, jako je hemoglobin,
retinoidy a tak dale. Ddle miZze DNPH reagovat s nukleovymi kyselinami, které musi byt
pfedem vysrdZzeny. Pro dosaZeni vyS8i citlivosti a specifity se pouZzivd separace
kapalinovou chromatografii (HPLC), coz umoZziiuje frakcionaci proteinti a tim dostdvame
informaci o zastoupeni proteini ve smési. Mezi dalSi z metod patii opét imunologicka
analyza ELISA, pfi niZ jsou vyuZivany anti-DPH protilatky. Nevyhodou tohoto stanoveni
je, ze (stejn€ jako u kolorimetrického stanoveni) neposkytuje informaci o oxidacnim
poskozeni jednotlivych proteinti ve smési (Dalle-Donne et al., 2003). Karbonylové

derivéty Ize také stanovit pomoci western blottingu, kterému ovSem predchazi gelova
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elektroforéza. Ta déld analyzu delSi, ale na druhou stranu zvySuje specifitu. Jednou
z moZnosti je vyuZiti slot blottingu, coZ je jednodussi, asové i financné usporngjsi verze
western blottingu. Vynechdva se zde totiZ separace elektroforézou (Jamel et al., 2010).
Karbonylované proteiny maji na rozdil od markerti lipidické peroxidace tu vyhodu, Ze
jsou stabilngj$i (Dalle-Donne et al., 2003). Na druhou stranu, proteiny vzdy pfirozené

obsahuji karbonylové skupiny, hodnoty tedy mohou byt zkreslené.

Dals$imi markery poSkozeni proteinii mohou byt derivaty tyrosinu, které vznikaji pii
reakci volnych radikdli s aminokyselinou tyrosinem. Toto stanoveni neni tak Casto
vyuzivano jako stanoveni karbonylovych skupin, avSak je vice specifické a patii mezi
dobré ukazatele oxida¢niho poSkozeni proteinli. NejCastéji se tyto derivaty detekuji
hmotnostni spektrometrii. Nejb€Znéji stanovovanym derivatem je 3-nitrotyrosin, ktery je

stanovovan pomoci imunohistochemickych metod ¢i HPLC (Shacter, 2000).

2.5.3 Metody stanoveni poskozeni nukleovych kyselin

Nejvyznamnéj$im biomarkerem poskozeni nukleovych kyselin je
8-hydroxy-2“deoxyguanosin (8-OHdG). Pii stanovovani tohoto markeru je dosahovano
velmi nizkych limiti detekce. DNA je v organismu zastoupena v nizkych koncentracich,
proto se klade velky diiraz na citlivost a specifitu pouZivanych metod. Diive se ke
stanoveni oxida¢niho poSkozeni DNA vyuZzivaly pfevdazné¢ imunochemické metody,
kometovy test €i papirova nebo tenkovrstvd chromatografie. AvSak témito metodami se
méii pouze jeden produkt v poSkozené DNA a tyto techniky také neinformuji o struktuie
daného analytu. Mezi nejvice pouZivané stanoveni patfi analyzy pomoci hmotnostniho
spektrometru, Cemuz predchdzi separace latek pomoci plynové ¢i kapalinové
chromatografie. Dal$i z pouzivanych metod je ELISA, kterd ale Casto nadhodnocuje

mnozstvi tohoto markeru (Garratt ef al., 2010).

2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z velmi Casto vyuzivanych
separacnich metod, a to zejména pro svou vysokou citlivost a selektivitu. UmozZiuje
analyzu velkého mnozstvi vzorkl ¢i slozitych smési. Tato metoda je zaloZena
na rozdéleni latek mezi dvé rtizné nemisitelné faze. Prvni z nich je pohyblivd neboli

mobilni faze. Mezi bézZné mobilni faze pro HPLC patii kombinace vody s organickymi
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rozpous$tédly. Druhou z fazi je nepohybliva stacionarni faze. Mobilni faze, prevazné pak
jeji sloZeni a teplota, ovliviiuje interakce mezi sloZkami vzorku a staciondrni fazi, ¢imz
hraje dtileZitou roli v separacnim procesu. Analyty interaguji se stacionarni fazi rozdiln¢,
proto se i v kolon¢ zdrZzuji rozdilnou dobu. Pokud je interakce slabd, je analyt eluovan
v kratkém Case, naopak silné interakce zapti€ini del$i elu¢ni Cas, tzn. Ze sloZky vzorku
jsou separovany na zdkladé rozdilného stupné jejich interakce s Casticemi sorbentu
v koloné. Na fazovém rozhrani mezi staciondrni a mobilni fazi dochdzi k opakované
sorpci a desorpci stanovovanych latek. Tento proces je charakterizovan distribucni
konstantou. Pro rozdéleni dvou analytd se musi jejich distribu¢ni konstanty dostate¢né
lisit. Eluce miZe byt bud’ izokratickd ¢i gradientova. Pfi gradientové eluci je sloZeni
mobilni fize ménéno ve prospéch slozky s vyssi elucni silou, naopak izokratickd je
zaloZena na eluci mobilnich slozek o konstantnim sloZeni. Zaznamem znéazornujicim
jednotlivé analyty, a to ve formé chromatografickych pikd, je tzv. chromatogram

(Novédkova a Dousa, 2013).

Instrumentace HPLC je zndzornéna nize (Obr. 10). Mobilni faze je michéana
z organické a vodné slozky, které se nachdzi v zdsobnich lahvich, a za pomoci
vysokotlakého Cerpadla je privddéna na chromatografickou kolonu. Mezi Cerpadlem
a kolonou se nachdzi davkova¢ vzorku neboli autosampler, ze kterého je mobilni fazi
vzorek unasen na kolonu, na které se analyt dé€li. Za kolonou je umistén detektor, ktery
vysila signdl do vyhodnocovaciho systému, obvykle PC. Analyza za¢ind nastfikem latky
na kolonu. Vysokoucinnd kapalinova chromatografie spojend s UV-VIS detekci slouzi
k detekci a identifikaci fluorescencnich analyti ve vzorku. Princip UV-VIS detektoru je
zaloZeny na absorpci svétla pii riznych vinovych délkach. Koncentraéni profil zény je
predstavovany prubeéhem piku. MnozZstvi latky v zén€ je shodnd s plochou piku, proto je
zékladnim podkladem pro kvantitativni analyzu. Obsah litky v nezndmém vzorku se
na zdkladé zjiSténych ploch piku urCuje relativng, proto je nutné pouziti standardu

o znamé koncentraci (Novakova a Dousa, 2013).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

V rédmci experimentdlni Casti bylo pracovdno se vzorky vcely medonosné (Apis
mellifera). Pro optimalizaci metod byly pouZzity veely, které byly odebrany v roce 2018
z experimentdlnich vcelstev ze stanovisté na Kyvalce, a to v prubéznych odbérech.

Vzorky byly po odebrani zamraZeny a uchovany pfi -80°C.

3.1.1.1 Indukce oxidac¢niho stresu chemicky - paraquatem

K ovéteni metod byly vyuzZity vCely, u kterych byl uméle vyvolan oxidacni stres. Pfiprava
vzorku byla nasledovna. Ramek s plodem byl zaklickovén a vlozen do inkubdtoru, ktery
byl nastaven na teplotu 34,5°C. Cerstvé vylihnuté véely byly odebrany a po dobu dvou
minut zachlazeny na ledu. Nasledn¢ byly injektovany 1 pl paraquatu o koncentraci
2 ug-ul’l. Poté byly véely vloZeny do klicek a opét vloZzeny do inkubdtoru. Vzorky byly
odebirdny po 3 a 6 hodinich od aplikace injekce a ihned zamrazeny. Paraquat je
synteticka latka vyvoldvajici oxidacni stres. Stejnym zpusobem byly oSetfeny i dalsi
vzorky, avSak namisto paraquatu jim byl injektovéan roztok PBS. Tyto vcely slouzily jako
kontrola pro oxidacni stres vyvolany mechanicky (vpichem). Pro tento experiment byla
vyuzita dvé vcelstva, a to Cislo 1 a 24. Dalsi skupinou byly vcely, které slouzi jako
kontrola bez vpichu. Tyto véely pochédzejici ze stejnych vcelstev (Cislo 1 a 24) mély stejné
stafi jako vcCely popsané vySe (1 den). Tyto vcely byly pouze zachlazeny na ledu
a bez jakéhokoliv dalsiho oSetfeni byly umistény do klicek a vloZeny do inkubéatoru.

Po 24 hodinach byly zamraZeny.

3.1.1.2 Indukce oxida¢niho stresu vysokym napadenim parazitem

Varroa destructor

K ovéfeni metod slouzily také vcely, u kterych byl oxidacni stres vyvoldn parazitem
Varroa destructor. Byly to vCely pochézejici ze vCelstev na stanovisti na Kyvalce. Prvni
z v¢elstev bylo zdravé, druhé bylo siln¢ napadeno roztoc¢em Varroa destructor. Z téchto
vcelstev byly odebrany plodové ramky, které byly pfeneseny do laboratote. Po vylihnuti

byly mladusky ze zdravého vcelstva bez roztoCe odebrany a dany do klicek a jsou
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povazovany za kontrolni zdravé v€ely. Mladusky z nakaZeného vcelstva byly rozd¢leny
podle toho, jestli na sobé po vylihnuti mély roztoce. V ptipadé pritomnosti roztoce jsou
tyto vCely zatazeny do Varroa skupiny vcel. Pokud se vSak vylihly bez roztoce, jsou
nazyvany jako kontrolni Varroa vcely. Mladusky byly nasledn¢ chovény v klickéch, a to
po dobu 10 dni, kdy mély neomezeny pfistup jak k pylové, tak i sacharidové potravé.
Po 10 dnech byly zamraZeny a uchovéavany pfi -80°C. Chov v laboratofi probiha podle
standardniho protokolu pro chov vcel v klickach pfi in vitro laboratornich podminkéach

dle (Williams et al., 2013).

3.1.2 Chemikalie

1,1,3,3-tetracthoxypropan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril (J.T. Baker, Nizozemsko)
Butyl-hydroxytoluen (SAFC, Némecko)

Ethanol 96% pro UV (Penta, Ceskd republika)
Chloroform (Merck, Némecko)

Kumenhydroperoxid (Acros organics, USA)
Kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska republika)
Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina sirovd (Spolana, Ceska republika)

Kyselina thiobarbiturova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina trichloroctovd (Sigma-Aldrich, Némecko)
Metanol (J.T. Baker, Nizozemsko)

Siran Zeleznaty heptahydrat (Penta, Ceska republika)
Siran Zeleznato-amonny (Lachema, Cesk4 republika)
Thiokyanatan draselny (Lachema, Ceska republika)
Triphenylphosphine (Acros organics, USA)

Xylenolova oranZ (Acros organics, USA)
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3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Denver instrument, USA)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pfedvazky (Radwag, CR)

Digitalni pH metr InoLab pH level 1 (InoLab, Némecko)

Elektromagnetickd michacka MS-3000 (Biosan, Litva)

HPLC UltiMate 3000 (Thermo Fisher SCIENTIFIC, USA)

Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Kolona YMC-TRIART PHENYL 2 x 150 mm ID, S-3um, 12 nm (YMC.CO, Japonsko)
Mikrocentrifugacéni filtry NanoSpin PES; 0,2 um

Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
Termoblok CH-100 (Biosan, Litva)

Termostatovana tiepacka PST-100HL (Biosan, Litva)

Vortex V1-Plus (Biosan, Litva)

3.1.4 Cinidla
3.1.4.1 FOX2 metoda

« Cinidlo A obsahuje ImM xylenolovou oranZ a 2,5mM siran Zeleznato-amonny
ve 250mM Kkyselin€ sirové. Pro piipravu €inidla bylo navazeno 0,076 g xylenolové
oranze a 0,066 g (NH4)FeSO4 a bylo rozpusténo ve 100 ml 250mM H>SOys, kteréd byla
pfipravena smichanim 1,4 ml H2SO4 s 98,6 ml destilované vody.

« Cinidlo B obsahuje 4,4mM butylhydroxytoluen v HPLC methanolu. Pro piipravu
500 ml ¢inidla B bylo rozpusténo 0,485 g BHT v 500 ml MeOH.

e 10mM trifenylfosfin v methanolu. Pro piipravu toho <¢inidla bylo 0,262 g
trifenylfosfinu rozpusténo ve 100 ml MeOH.

e Kumenhydroperoxid (CuOOH) je standardem organickych hydroperoxida.
Koncentrace zdsobniho roztoku je 5360 mmol-1"'. Zasobni roztok byl destilovanou

vodou nafedén na 100 umol-1".
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e Extrakéni ¢inidlo pro FOX2 je 80% ethanol s 0,01 % butylhydroxytoluenu.
Na ptipravu 500 ml extrakéniho pufru bylo navazeno 0,052 g BHT, a to bylo
rozpus$téno ve 400 ml EtOH a 100 ml vody.

3.1.4.2 TBARS metoda

+ Cinidlo A obsahuje 20 % kyseliny trichloroctové a 0,01 % butylhydroxytoluenu.
Na ptipravu 200 ml Cinidla bylo navdZeno 88,1 g TCA a 0,02 g BHT a rozpusténo
v 200 ml destilované vody.

+ Cinidlo B obsahuje také 20 % kyseliny trichloroctové a 0,01 % butylhydroxytoluenu.
Navic vSak obsahuje 0,65 % thiobarbiturové kyseliny. Na ptipravu 200 ml tohoto
¢inidla je potteba 88,1 g TCA, 0,02 g BHT a 1,3 g TBA, které jsou rozpustény
ve 200 ml destilované vody.

e 1,1,3,3-tetracthoxypropan (TEP) je standardem MDA. Zdisobni roztok ma
koncentraci 4x10° pmol-1"'; ktery byl destilovanou vodou 40 000x ziedén
na koncentraci 100 pmol-1-!.

* Extrakénim cinidlem je 80% ethanol s 0,01 % butylhydroxytoluenu. Na piipravu
500 ml extrakéniho pufru bylo navazeno 0,052 g BHT, a to bylo rozpuSténo
ve 400 ml EtOH a 100 ml vody.

3.1.4.3 HPLC

* Mobilni faze A je 0,5% kyselina mravenci v HPLC vodé. Na 250 ml mobilni faze
bylo 1,25 ml kyseliny mraven¢i smichano s 248,75 ml vody pro HPLC.
* Mobilni faze B je acetonitril.

e Ob¢ mobilni faze byly nejdiive odvzdusnény v ultrazvuku.

3.1.4.4 Metoda pro stanoveni LPX s pouzitim thiokyanatanu Zelezitého

* Reagent A je 4,5mM siran Zeleznaty — heptahydrat v 0,2M kyselin¢ chlorovodikové.
Cinidlo bylo pfipraveno smichanim 0,313 g siranu Zeleznatého v 250 ml
0,2M kyseliny chlorovodikové. Ta byla pfipravena smichanim 4,5 ml koncentrované
HCl a 245 ml destilované vody.

* Reagent B je 3% methanolicky roztok thiokyanatanu draselného. Toto ¢inidlo bylo

pifipraveno rozpusténim 6,12 g KSCN ve 250 ml MeOH.
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e Kumenhydroperoxid (CuOOH) je standardem organickych hydroperoxida.
Koncentrace zdsobniho roztoku je 5360 mmol-1"'. Z4sobni roztok byl ethanolem
nafedén na 100 pmol-1-!,

*  20% kyselina trichloroctova pro vysraZeni proteinti. Na piipravu 200 ml roztoku bylo
88,1 g TCA bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody.

* Mix chloroform: methanol 2:1. Bylo smichdno 100 ml chloroformu s 50 ml
methanolu. Tato smés byla po dobu 30 minut probubldviana dusikem, aby byla

odvzdusnéna.

3.2 Metoda FOX2 pro stanoveni lipidovych peroxidii

3.2.1 Piiprava vzorki pro FOX2 stanoveni

Vzorky vcel byly uchovavany v mrazdku pfi -80 °C, po rozmrazeni byl pinzetou vytazen
travici trakt a pro stanoveni byl pouZit pouze zadecek vcel, kde se nachdzi tukové téleso.
Zadecky byly nésledné jednotlivé za pomoci tfeci misky s tlouckem a tekutého dusiku
zhomogenizovany. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 750 pl extrakéniho cinidla
(80% ethanol s 0,01% butylhydroxytoluenem (BHT) zabranujicim autooxidaci). Cely
obsah tfecich misek byl pfenesen do mikrozkumavek, které byly nasledné centrifugovany
pii 16000x g, pfi teplot¢ 5 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl prenesen do Cisté

mikrozkumavky. Takto pfipravené vzorky byly skladovany na ledu, poptipad¢ v lednici.

3.2.2 Stanoveni kalibra¢ni rovnice pro FOX2 metodu

Pro stanoveni kalibra¢ni rovnice byl vyuzit standard lipidovych hydroperoxida
kumenhydroperoxid (CuOOH). Rozmezi kalibraéni fady bylo 0,5-20 nmol-ml.
Do jamek v 96jamkové mikrotitracni desti¢ce bylo pipetovano 20 ul standardu. Poté bylo
do tff jamek ptid4no 5 ul MeOH a do dalsich t¥{ 5 ul 10mmol-1" TPP v MeOH. TPP zde
slouzi jako reduk¢ni €inidlo, tudiz je tato sada nasledné pouZita jako blank. Nasledné byla
mikrotitraéni desticka vloZena do readru Synergy H1. Po promichani byla desticka
inkubovdna 30 minut pfi laboratorni teploté a tm¢, kdy doSlo k redukci lipidovych
hydroperoxidli. Po uplynuti této doby bylo piistrojem do kazdé jamky napipetovano
200 ul pracovniho roztoku FOX2, ktery se pfipravuje vzdy Cerstvy, a to smichdnim
¢inidel A a B v poméru 1:9. Po napipetovani nasledovalo promichéni a inkubace (15 min)

pfi laboratorni teploté. M¢cfeni absorbance bylo provedeno v mikrodestickovém
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uspofddani na readru Synergy HI pii vlnové délce 560 nm. Rozdily namétenych
absorbanci vzorkli s methanolem a s TPP (3) byly pouZity pro sestaveni kalibracni
piimky, kdy na ose x byly koncentrace standardfi v nmol-ml!. Z kalibra¢ni pfimky byla

vygenerovana kalibracni rovnice (4).

Aroon = Asmeon — Astep (3)

y=ax+b (4)

3.2.3 Obohaceni vzorku o standard CuOOH

Byl pfipraven smésny vzorek (10 vcel bez traviciho traktu, které byly zpracovany vyse
uvedenym zpisobem (3.2.1)), ktery byl ndsledné napipetovin do 96jamkové
mikrotitraéni desticky. Do jamek v prvnich dvou fadach desticky bylo napipetovano
20 ul vzorku a 5 pul MeOH nebo 10mmol-1"" TPP v MeOH a 5 pl extrakéniho ¢inidla
(pro zachovani stejnych objemi). V nésledujicich Sesti faddch bylo ke vzorku
a MeOH/TPP v MeOH navic pfiddno 5 pl kumenhydroperoxidu o koncentraci
8/32/56 nmol-ml!'  (kone¢nd koncentrace piiddvaného standardu poté byla
2; 8 a 14 nmol-ml'). Po 30minutové inkubaci bylo do kazdé z jamek piiddno
200 pl pracovniho roztoku FOX2 a po nasledujici 15minutové inkubaci byla zmétfena
absorbance vzorkli vjamkach pii 560 nm. Po proméieni byly vypocitany rozdily
absorbanci (3) odpovidajicich vzorkli a koncentrace (5). Poté byl zjiStén rozdil
koncentraci u vzorki se standardem a bez né¢j (6) a tim byla zpétné stanovena koncentrace
priddvaného standardu CuOOH. Hodnoty 2; 8 a 14 nmol-ml! byly povazovény za stfedni

hodnoty, ke kterym se méla stanovend hodnota pfiblizovat.

Croon = —(ALO(;H_a) (5)

CcuooH = Cscuoor — Chez cuoon (6)

3.2.4 Spektrofotometrické méreni koncentrace LPX metodou FOX2

Do jednotlivych jamek 96jamkové mikrotitraéni desticky bylo pipetovdno 20 ul vzorku
a 5 ul methanolu ¢i redukéniho €inidla TPP o koncentraci 10 mmol-1"'. Desti¢ka byla
vloZena do readru Synergy H1, obsah byl promichdn a nésledovala inkubace (30 min)
ve tm¢ a pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 30 minut bylo pfiddano 200 pl pracovniho

roztoku FOX2 (Cinidlo A a B v poméru 1:9). Po napipetovani byl obsah opét promichan

44



ainkubovén (15 minut). Po inkubaci byla zmétena absorbance v jamkach pfi vinové délce
560 nm. Absorbance vzorkl s TPP v methanolu byla odectena od absorbanci vzorkl se
samotnym methanolem (3). Rozdily naméfenych absorbanci byly ndsledné vyuzity
pro vyjadieni koncentrace lipidovych hydroperoxidi (dosazenim do kalibrac¢ni rovnice

(5)), konkrétné pak v ekvivalentech mikromolarni koncentrace kumenhydroperoxidu.

3.3 Metoda TBARS pro stanoveni malondialdehydu na readru
Synergy H1

3.3.1 Piiprava vzorkii pro TBARS stanoveni

ZadeCky vcel (bez traviciho traktu) byly homogenizovany v tfeci misce s tekutym
dusikem. Poté bylo pfidano 750 ul 80% ethanolu s BHT. Cely obsah tfeci misky byl
nasledn¢ prenesen do mikrozkumavky. Nasledovala centrifugace pii 15000x g pti 5 °C
ato po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant odebran a pienesen do Cistych

mikrozkumavek. Vzorky byly uchovavany na ledu ¢i v mrazdku.

3.3.2 Stanoveni kalibra¢ni rovnice pro TBARS

Pro sestaveni kalibra¢ni ptimky byly pfipraveny standardy 1,1,3,3-tetraecthoxypropanu
o koncentraci 0,001-10 nmol-ml!. Kalibraéni fada byla proméfena v 96jamkovych
mikrodestickdch. Do jamek bylo pipetovano 100 ul standardu a k tomu bylo piidano
100 ul ¢inidla. Kazdy ze standardii byl inkubovan jak s ¢inidlem A, tak i B, a vSe bylo
méfeno v technickych triplikatech. Inkubace probihala na termostatované tfepacce pii
60 °C po dobu 60 minut. Pfi inkubaci byla mikrodesticka ptikryta vickem. Po inkubaci
byla mikrodesticka zchlazena na ledové l4azni, pti ¢emZ bylo vicko odstranéno. Poté byla

zmgéfena absorbance pfi vinové délce 532 nm.

Nisledn¢ byla zméfena fluorescence vzorkl, a to ve specidlnich 96jamkovych
destickach uzptisobenych pro méteni fluorescence. Excita¢ni vinova délka byla 525 nm

a vlnova délka emise byla 560 nm.

Z namétenych hodnot a koncentraci danych standardii byly sestaveny kalibra¢ni

piimky a jimi dané kalibra¢ni rovnice (4).
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3.3.3 Obohaceni vzorku o standard TEP a jeho zpétné stanoveni ze

vzorku

Deset experimentdlnich vcel bylo zpracovano vySe uvedenym zplsobem (viz. 3.3.1),
a byly smichdny do jednoho smésného vzorku. 50 ul tohoto smésného vzorku bylo
napipetovano do kazdé z jamek, spolu s 50 ul ethanolu a 100 pl piislusnych ¢inidel A
a B. Nésledng byl pipraven standard TEP o koncentracich 40, 80 a 120 nmol-ml™!, ktery
byl pfiddvan ke vzorkiim. Do dal$iho fddku bylo ndsledné pipetovdno 50 ul vzorku,
45 ul 80% ethanolu a 5 ul piipraveného standardu o koncentraci 40/80/120 nmol-ml™!.
Poté bylo pfiddno 100 ul ¢inidla B a po promichdni probéhla hodinova inkubace pii

60 °C. Nasledovalo ochlazeni na laboratorni teplotu a zméteni absorbance pfi 532 nm.

Stejny postup byl zopakovén s pouZitim 96jamkové mikrodesticky uréené pro méfeni

fluorescence (Cerné). Fluorescence byla méfena pii excitaci pfi 525 nm a emisi 560 nm.

Dosazenim do piislusnych kalibracnich rovnic byly vypocitiny koncentrace MDA
ve vzorcich. Rozdil koncentraci pak odpovidal zpétné stanovenému standardu TEP, ktery
byl pfidan. Objem piidaného standardu byl takovy, aby jeho konecna koncentrace
ve vzorku odpovidala 2, 4 a 6 nmol-ml!. Tato hodnota pak byla povaZzovdna za stfedni

hodnotu, ke které se méla stanovend hodnota piiblizovat.

3.3.4 Spektrofotometrické stanoveni lipidické peroxidace metodou
TBARS

Koncentrace malondialdehydu byla stanovena optimalizovanym protokolem. M¢éteni
probihalo v 96jamkovych destickdch a kaZzdy vzorek byl méfen v triplikdtech.
Do kontrolnich jamek bylo pipetovano 100 ul destilované vody a 100 ul ¢inidla A ¢i B.
Do nasledujicich jamek bylo pipetovano 50 ul vzorku vcel, 50 ul 80% ethanolu a dale
100 pl ¢inidla A nebo B. Po napipetovani byl obsah mikrodesticky promichdn, nésledné
byla desticka pfikryta vickem a zajiSt€na parafilmem. Po hodinové inkubaci pii 60 °C,
ktera probihala na termostatované tfepacce, byla mikrodestiCka ponechdna na ledové

lazni. Po ochlazeni nasledovalo zméteni absorbance pti 532 nm na readru Synergy H1.

Vzorky byly ndsledné¢ pomoci multikandlové pipety piepipetovany do 96jamkové
mikrodesticky uréené pro méfeni fluorescence. V ni byla ndsledn€ zméfena fluorescence

taktéZ na readru Synergy HI1, a to pfi excitatni vlnové délce 525 nm a emisni
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vlnové délce 560 nm. Naméfené hodnoty byly ndsledné¢ dosazeny do pfisluSnych

kalibra¢nich rovnic, ¢imz byly zjiStény koncentrace MDA ve vzorcich.

3.4 HPLC separace, detekce a kvantifikace TBARS produktu

3.4.1 Priprava vzorku

Véely bez traviciho traktu byly homogenizovéany v tieci misce s tekutym dusikem. Poté
bylo ptiddno 750 pl 80% ethanolu s BHT. Cely obsah tfeci misky byl ndsledné pfenesen
do mikrozkumavky. Nasledovala centrifugace pii 15000x g pfi 5 °C a to po dobu
10 minut. Po centrifugaci bylo 250 ul supernatantu pteneseno do Cisté mikrozkumavky.
K supernatantu bylo ptiddno 250 ul ethanolu a 500 ul ¢inidla B. Po promichéni byly
vzorky inkubovédny na termobloku, a to po dobu 60 minut pfi 60 °C. Po uplynuti doby
inkubace byly vzorky ochlazeny na ledu. Nasledn¢ bylo do mikrocentrifugacnich filtrti
NanoSpin PES s péry o velikosti 0,2 um ptfeneseno 150 ul vzorku. Ty byly nasledné
stoCeny v centrifuze, a to pti 15000x g pti 5 °C a to po dobu 5 minut. Prefiltrovany vzorek
byl ptfenesen do vialek. Pokud se vzorky nebylo pracovano hned, byly uchoviviny

v lednici, nikoli v mrazaku.

3.4.2 Kalibraéni rada

Byla ptipravena kalibra¢ni fada za pouZziti standardu 1,1,3,3-tetraethoxypropanu, ktery
byl nafedén na koncentrace v rozmezi 0,001-10 nmol-ml™!. K 250 ul standardu bylo
pfidano 250 ul ¢inidla B. Nasledovala 60minutova inkubace na termobloku pfi 60 °C.
Po ochlazeni bylo odebrano 150 ul, které byly preneseny do mikrocentrifugacnich filtra.
Nésledovala centrifugace pii 15000x g pii 5 °C a to po dobu 5 minut. Ptefiltrované

standardy byly pfepipetovany do vialek.

3.4.3 HPLC analyza

Pro stanoveni MDA-TBA: produktu byla pouZzita metoda HPLC s FLD detekci. Délka
analyzy byla 4 minuty, pfi¢emZ reten¢ni ¢as poZadovaného produktu odpovidal 3. minuté.
Mobilni faze A byla 0,5% kyselina mravenéi v HPLC vod¢é a mobilni fize B byl
acetonitril. Analyty byly separoviany na koloné YMC-TRIART PHENYL
(2 x 150 mm ID, S-3um, 12 nm). Pro separaci byla vybrana gradientovd eluce, kdy do
1. minuty byl obsah organické faze (mobilni faze B) 5 %. Od 1. do 3. minuty obsah B
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stoupal na 35 %. Do 3,5 minuty byl obsah B fdze konstantni, poté béhem 0,1 minuty
se snizil podil B faze zpét na 5 %, coZ bylo po zbytek analyzy az do 4.minuty. Gradient
je ukdzan na obrazku niZze (Obr.11). Priitok mobilni faze byl vzhledem k parametrim
pouzité kolony 0,200 ml-min™' a bylo nastfikovdno 5 ul vzorku ¢&i standardu. Separace

na koloné probihala pfi teploté 35 °C.

Detekce probihala pomoci fluorescenéniho detektoru. Excitace pii méfeni
fluorescence probihd pii 525 nm a emise je detekovdna pfi 560 nm. Programem
Chromeleon 7 byla nasledn¢ integrovana plocha pika a metodou externi kalibrace poté

byla zjiSténa koncentrace MDA.

I000

%D
Flow{ml/min)]

Obr. 11 Gradient mobilni faze pro analyzu
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3.5 Stanoveni lipidovych hydroperoxidi metodou s thiokyanatanem
Zelezitym

Tato spektrofotometrickd metoda je zaloZena na oxidaci Zeleznatych iontd na Zelezité,

ato pomoci lipidovych hydroperoxidd. Zelezité ionty ndsledné tvoii komplex

s thiokyanatanovymi ionty. Optimalizovany postup vychézel z protokolu (Galluzzi et al.,

2013).

3.5.1 Priprava vzorku

U vzorkt vcel byl po rozmrazeni pinzetou vytazen travici trakt a pro stanoveni byl pouZzit
pouze zadecCek vcel. Kazdy zadecek byl ndsledné jednotlivé v tekutém dusiku a za pomoci
tteci misky s tlouckem zhomogenizovan na prach. Ke kazdému vzorku bylo ptiddno
750 ul vody pro HPLC. Cely obsah tfecich misek byl pfenesen do mikrozkumavek, které
byly nésledné centrifugovany pii 16000x g, pfi teplot¢ 5 °C po dobu 10 minut.
500 pl supernatantu bylo pteneseno do Cisté mikrozkumavky. K supernatantu bylo
pfidano 500 pul 20% kyseliny trichloroctové a 1000 ul vychlazeného chloroformu.
Mikrozkumavky byly vortexovany a nasledné¢ centrifugovéany, a to po dobu 5 minut pfi
3000x g a pii 5 °C. Po centrifugaci byla odebrdna spodni chloroformova vrstva, kterd
byla pfenesena do Cisté mikrozkumavky. Takto pfipravené vzorky byly skladovany na

ledu, poptipadé€ v lednici.

3.5.2 Kalibraéni rada

Pro stanoveni kalibraéni rovnice byl vyuzit standard lipidovych hydroperoxidii
kumenhydroperoxid (CuOOH) v ethanolu. Rozmezi kalibra¢ni tady bylo
0,5-20 nmol-ml!. Blankem je mix chloroformu a methanolu. Byl pfipraven 100umol-ml!
ethanolicky roztok, ktery byl pouZzit pro pfipravu kalibracni fady. Mnozstvi standardu
bylo poté doplnéno mixem chloroformu s methanolem na objem 950 pl. Poté bylo
pfidano 50 pl chromogenu, ktery byl pfipraven smichdnim c¢inidla A a B v poméru 1:1.
Po promichani probéhla 20minutova inkubace ve tmé. Po inkubaci byla ve sklenénych
kyvetidch zmétfena absorbance pfi 500 nm. Z naméfenych absorbanci a koncentraci

standardil byla sestavena kalibra¢ni piimka a vygenerovana kalibra¢ni rovnice.
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3.5.3 Stanoveni lipidovych hydroperoxidiu ve vzorcich vcel

V mikrozkumavce bylo smichano 500 ul chloroformového extraktu se 450 ul mixu
chloroform: methanol. Poté bylo pfiddno 50 pl chromogenu, ktery byl pfipraven
smichdnim ¢inidel A a B v poméru 1:1. Po promichani prob&éhla 20minutova inkubace
za pokojové teploty a ve tm¢. Po uplynuti 20 minut byla zméfena absorbance pti 500 nm,
a to proti blanku (chloroform: methanol mix s chromogenem). Dosazenim do rovnice

kalibra¢ni piimky byla dopocitdna koncentrace lipidovych hydroperoxidii ve vzorku.

3.6 Statistické vyhodnoceni

Pro zékladni zpracovani dat byl pouzit Microsoft Excel 2010. Pro zndzornéni vysledka
byly pouzity grafy, které byly vytvofeny v programu Statistica 13.4.0. V tomtéZ programu
byla data statisticky vyhodnocena. Bylo testovdno normalni rozdéleni dat, ndsledn€ pak
byla testovéna statistickd vyznamnost metodou ANOVA s post-hoc Bonferroniho testem.
Statistickd vyznamnost pouzitych t-testi byla hodnocena na hladiné vyznamnosti
a =0,05. Pro porovnani fluorescen¢niho stanoveni dvéma pifistroji byl pouZzit parovy

t-test.
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4 VYSLEDKY
4.1 Metoda FOX2

4.1.1 Vyvoj metodiky

Postup méfeni této metody byl popsan v diive publikovaném ¢ldnku (Nouroozzadeh et
al., 1994). Postup méteni i piiprava vzorku byly vSak optimalizovany. Pfiprava vzorku,
samotnd homogenizace a extrakce (dle (DeLong et al, 2002)), byla nastavena tak,
aby stejné vzorky mohly byt pouzity i pro méfeni dals$i z uvedenych metod — metody
TBARS. Tim paddem mohou byt pfipravené vzorky pouzity jak pro metodu FOX2, tak
1 pro metodu TBARS, coZ Setii Cas 1 biologicky materidl, a ziskdvdme tak komplexné&;jsi

vysledky.

Déle muselo byt zménéno potadi pipetovani komponentd, protoze methanol
¢i methanolicky roztok TPP se velmi rychle odpatuje, proto je nutné jej pridavat k jiz
napipetovanému vzorku ¢i standardu. Nedojde tak k jeho odpateni a zkresleni vysledkil
meéteni. Dal§im z optimalizovanych parametrt byla také doba inkubace. Rtizné protokoly
se rozchazely v délkach inkubaci, nékteré uvadély 15 minut a jiné 30 minut. Byla
prichystdna kalibracni tada, kterd byla proméfena ve dvou 96 jamkovych destiCkach.
Desticka A méla prvni inkubaci 15 minut a desticka B byla pfi prvnim kroku inkubovédna
po dobu 30 minut. Po pfidani ¢inidla byly obé€ desticky inkubovéany 15 minut, poté byla
promé&iena absorbance. Po prométeni byly desticky inkubovany dalSich 15 minut a poté
opét proméefeny. Byly vytvotfeny Ctyii kalibracni piimky a z nich byly vygenerovany
kalibra¢ni rovnice. Stejnym zpusobem byly proméfeny i vzorky vcel. Absorbance
z téchto Ctyf méteni byly dosazeny do piisluSnych kalibracnich rovnic a byly dopocitany
koncentrace lipidovych hydroperoxidl ve vzorcich. Z takto ziskanych dat bylo vyvozeno,
Ze optimalni je moZnost ta, kdy prvni inkubace (kdy dochézi k redukci hydroperoxida
pomoci TPP) trvd 30 minut a druhd inkubace (vyvijeni zbarveni) 15 minut. V piipadé,
kdy byla prvni inkubace 15 minut, nedoSlo k tuplnému zredukovéani lipidovych
hydroperoxidii, tim pddem nemohla byt pfesné¢ stanovena koncentrace. Naopak
prodlouzeni druhé inkubace na 30 minut nezptisobilo Zddnou zménu. Byla také ovéfena
opakovatelnost métent, kdy vySe optimalizovanym zplisobem byly 4x v priibéhu jednoho
dne zméteny stejné vzorky. Koncentrace se zde liSila jen minimdlné, coZ bylo zplisobeno

chybou v pipetovani.
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Byly stanoveny hodnoty limitu detekce a kvantifikace, kdy limit detekce se rovna
trojndsobku Sumu a limit kvantifikace je desetindsobek Sumu. Dosazenim do kalibra¢ni
rovnice byl limit detekce stanoven na koncentraci 1,07 nmol-ml™!. Limit kvantifikace byl

poté stanoven na koncentraci 2,46 nmol-ml™.

4.1.2 Kalibra¢ni piimka

Po optimalizaci byly opét pfipraveny roztoky kalibratni fady standardu
kumenhydroperoxidu o koncentraci 0,5-20 nmol-ml!. Po inkubacich byly proméfeny
absorbance a po odecteni blanku (vzorky s TPP) byla z rozdili absorbanci a koncentraci
standardii sestavena kalibracni pfimka a byla vygenerovédna kalibra¢ni rovnice. Tato
kalibracni pfimka je zobrazena niZze (Obr. 12). Rovnice piimky je ve tvaru

y=0,0028x - 0,0004 a hodnota spolehlivosti R? je 0,9978.
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Obr. 12 Kalibra¢ni piimka pro stanoveni koncentrace lipidovych hydroperoxidi za pomoci
standardu kumenhydroperoxidu s rozmezim 0,5-20 nmol-ml"!. Rovnice pfimky pro pfepodet
koncentrace je ve tvaru y= 0,0028x - 0,0004; R* = 0,9978
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4.1.3 Zpétné stanoveni standardu kumenhydroperoxidu (CuOOH)

O spravnosti stanoveni vypovida také experiment se zpétnym stanovenim piidaného
standardu ke vzorku vel, kdy byla opét pouzita 96jamkova desticka. Postup je popsdn
v kapitole 3.2.4. Po zméfeni absorbanci byly vypocitany koncentrace lipidovych
hydroperoxidii v jamkach a po jejich vzajemném odecteni (rovnice 6) byl zpétn¢€ stanoven
piidany standard. Zjisténé koncentrace, jejich rozdil a jejich systematickd odchylka
(tzv. BIAS) jsou uvedeny v Tab. 2. Ke vzorktim byly pfiddvany standardy o tfech rtiznych
koncentracich (ze zacdtku, stftedu 1 konce kalibracni fady), aby se zaroven ovéfilo,
ve které C4sti kalibraCni fady je stanoveni nejpiesnéjsi. Systematickd odchylka ukézala,
Ze nejpresnéjsi stanoveni je pravé ve stfedni Casti kalibracni fady, kdy po piidavku
8uM CuOOH, byla odchylka po zpétném stanoveni nejnizsi, a to -6,7 %. Naopak pii
pfidavku 14uM CuOOH byla chyba stanoveni témé&f dvojndsobna (-12 %).

Tab. 2 Koncentrace lipidovych hydroperoxidi pfed a po pifidavku standardu CuOOH o tfech

ruznych koncentracich. Rozdil koncentraci po a pfed ptidavkem standardu a BIAS, neboli
systematicka odchylka.

Koncentrace | Koncentrace Koncentrace Koncentrace
LOOH pied LOOH po LOOH po LOOH po
Vzorek | pfidavkem | pfidavku 2uM  Rozdil ~ BIAS | piidavku 8uM  Rozdil =~ BIAS |pfidavku 14uM Rozdil ~ BIAS
CuOOH CuOOH CuOOH CuOOH
[nmol- ml' l] [nmol- ml' l] [nmol- ml' l] [nmol: ml’l]
1 3,108 5,811 2,703 0,703 11,486 8,378 0,378 17,162 14,054 0,054
2 4,189 5,541 1,351 -0,649 11,486 7,297 -0,703 16,622 12,432 -1,568
3 4,459 6,622 2,162 0,162 11,757 7,297 -0,703 17,162 12,703  -1,297
4 4,730 6,351 1,622 -0,378 12,027 7,297 -0,703 16,081 11,351 -2,649
5 4,189 6,351 2,162 0,162 11,757 7,568 -0,432 16,351 12,162 -1,838
6 4,459 6,081 1,622 -0,378 11,486 7,027 -0,973 16,351 11,892  -2,108
7 4,730 5,811 1,081 -0,919 11,757 7,027 -0,973 16,622 11,892 -2,108
8 4,459 5,811 1,351 -0,649 11,757 7,297 -0,703 16,081 11,622 -2,378
9 3,919 5,811 1,892 -0,108 11,486 7,568 -0,432 16,892 12,973 -1,027
10 3,378 5,270 1,892 -0,108 11,216 7,838 -0,162 15,811 12,432 -1,568
pramér 4,162 5,946 1,784 -0,216 11,622 7,459 -0,541 16,514 12,351 -1,649
%o -10,811 -6,757 -11,776

53



4.1.4 Méreni vzorku véel

4.1.4.1 Méreni vzorka Varroa véel

Optimalizovanou metodou FOX?2 byla stanovovéna lipidickd peroxidace u vcel. Byly
vyuzity zadecky vcel. Graf na Obr. 13 ukazuje koncentrace lipidovych hydroperoxida
uvcel, u kterych byl oxidacni stres vyvoldn parazitem Varroa destructor. Vcely
v kontrolni skupiné obsahuji nejvétsi mnoZzstvi lipidovych hydroperoxidi. Koncentrace
LOOH se u té&chto 10 vzorkdi pohybovala v rozmezi 3-4 nmol-ml™. Skupina kontrola
Varroa obsahovala zdravé vcely pochézejici ze vcelstva napadeného roztocem Varroa.
Tyto vcely meély v porovnani s kontrolnimi vcelami nizs$i koncentraci lipidovych
hydroperoxidii. Koncentrace lipidovych hydroperoxidi se zde pohybovala
od 2 do 3 nmol-ml"!. Nejméné té&chto molekul bylo stanoveno ve véeldch, na kterych
rozto¢ Varroa destructor parazitoval. U téchto vcel byla hladina LOOH prokazatelné
nejnizsi, koncentrace se pohybovala mezi 1-1,5 nmol-ml"!. V tomto piipadé s rostouci
mirou oxidac¢niho stresu koncentrace lipidovych hydroperoxidi klesd. VSechny tii vyse
uvedené skupiny vcel byly vzdjemné signifikantné odlisné. Vysledky byly testovdny

na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.
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Obr. 13 Koncentrace lipidovych hydroperoxidi v zadeccich vcel s varroazou, kdy n=10 pro
kazdou skupinu. Koncentrace je uvedena v jednotkdch [nmol-ml']. 1-way ANOVA
F(2,27)=20,543; p= 0,000. Rozdilna pismena nad grafy ukazuji, Ze jsou vysledky signifikantné
odli$né, a to na zdklad€ Bonferroniho post-hoc testu.
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4.1.4.2 Méieni vzorki véel oSetfenych paraquatem

Grafy na Obr.14 A, B zobrazuji vysledky z méfeni koncentrace lipidovych
hydroperoxidl u vcel s laboratorné¢ vyvolanym oxida¢nim stresem. Obr 14. A zobrazuje
vysledky z méfeni vcel pochézejicich z vCelstva €islo 1, zatimco v Obr. 14 B jsou
zobrazeny koncentrace u vcel ze veelstva Cislo 24. Kazda skupina ¢itd 10 vzorktl a byly
pouzity pouze zadecky vcel bez traviciho traktu. U vcelstva ¢islo 1 1ze vidét vzestupny
trend, kdy se vzrustajici mirou stresu, kterému byly vCely vystaveny, se zvySuje také
koncentrace lipidovych hydroperoxidi. Koncentrace LOOH u kontrolni skupiny vcel se
pohybovala okolo 3 nmol-ml’l. U véel, které byly injektovdny roztokem PBS (pro
kontrolu mechanického stresu) je vidét nartst koncentrace oproti kontrole. Zaroven je
v tomto piipadé vidét narGst koncentrace v Case, kdy po 3 hodindch od aplikace je
priimérn4 koncentrace LOOH 4 nmol-ml!, tak po 6 hodin4ch od aplikace je koncentrace
LOOH v zadeécich véel piiblizné 5 nmol-ml. U véel injektovanych roztokem paraquatu
je nartist koncentrace LOOH vice nezZ dvojndsobny, kdy po 3 hodiniach od injekce byla
stanovena koncentrace nad 6,5 nmol-ml'. Po 6 hodinach byla koncentrace LOOH
podobnd, pohybovala se okolo 6 nmol-ml™!. Statistické vyhodnoceni ukdzalo, Ze skupiny
PBS po 6 hodinéch, paraquat po 3 a 6 hodinach jsou signifikantné odliSné od kontrolni
skupiny. PBS a paraquat po 3 hodindch od podani jsou vzdjemné¢ odlisné. U vcelstva ¢islo
24 nejsou rozdily tak vyrazné. Koncentrace zkoumanych latek u v¢el v kontrolni skupiné
je velmi rozdiln4, pohybovala se od 4 do 7 nmol-ml™!. U oSetieni PBS i paraquatem je
nasledné vidét stejny trend jako u vcelstva Cislo 1, i kdyZ rozdily nejsou tak patrné.
Koncentrace LOOH po 3 hodindch od oSetieni PBS roztokem se pohybovala okolo
3,5 nmol-ml”', zatimco po 6 hodinich byla stanovend koncentrace 4,5 nmol-ml™.
Po 3 hodinédch od aplikace roztoku paraquatu se koncentrace LOOH u vcel pohybovala
okolo 5 nmol-ml™!, zatimco po 6 hodinich koncentrace opét klesla na 4,5 nmol-ml.
ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem ukdzala, Ze vzdjemné¢ odliSné jsou pouze
skupiny kontrola a PBS po 3 hodinach. Zbylé skupiny nebyly vzdjemn¢ signifikantné
odliné. Trend je tedy v obou ptipadech podobny, avSak koncentrace jsou u veelstva 24

niZ$i, nezli u vcel z v¢elstva ¢islo 1.
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Obr. 14 A) koncentrace lipidovych hydroperoxidi u vcel ze vcelstva c¢islo 1, kdy n=10
a koncentrace je uvedena v [nmol-ml']. 1-way ANOVA F(4, 45)= 11,845; p= 0,000.
B) koncentrace lipidovych hydroperoxida u vcel ze vcelstva ¢islo 24, kdy n=10. 1-way ANOVA
F(4, 39)= 6,271; p= 0,001. Rozdilna pismena nad grafy ukazuji, Ze jsou vysledky signifikantné
odli$né, a to na zdkladé¢ Bonferroniho post-hoc testu. Stejnd pismena, popiipad€¢ znacka n.s.
znamend, Ze skupiny nejsou signifikantné odliSné.

Koncentrace lipidovych hydroperoxidii ve vzorcich vcel se pohybuje v rozmezi
2-8 nmol-ml™!, a to v zdvislosti na druhu vzorku a stresu, kterému byly véely vystaveny.
V piipadé vyvolani oxida¢niho stresu liatkou paraquat se ocekdvd ndrtst koncentrace

LOOH s ¢asem, a naopak vcely nakazené varodzou maji nizs$i koncentrace LOOH nezli

zdravé vcely. Proto byla kalibra¢ni pfimka zvolena v §ir§im rozmezi.

4.2 Metoda TBARS

4.2.1 Optimalizace stanoveni na spektrofotometru

Jiz vramci bakaldfské prace (Pind’dkovd, 2019) bylo optimalizovdno stanoveni
malondialdehydu jako koncového produktu lipidické peroxidace, a to konkrétné pomoci
UV-VIS detekce, u které vSak hrozi fada interferenci. Bylo optimalizovano hned n¢kolik
parametrd, jako napiiklad ptiprava vzorku a nasledné inkubace. Nyni v rdmci diplomové
price bylo optimalizovano stanoveni MDA s fluorescencéni detekci, u které
se predpoklada vetsi specifita a citlivost. Postup piipravy vzorku i samotné sloZeni reakce
bylo ponechdno stejné jako u UV-VIS detekce, se kterou bylo fluorescen¢ni stanoveni
srovnavano. Jednim z optimalizovanych parametrti u fluorescen¢niho stanoveni byl gain.
Bylo pracovédno s nékolika moznostmi (50; 70; 80; 100), avSak vzhledem k rozsahu
kalibra¢ni fady byl nastaven optimélni gain na hodnotu 80, ktera byla pouZita pro vSechna
meéfeni. Byla ovéfena opakovatelnost stanoveni, kdy vzorky byly béhem jednoho dne

opakované (3krét) proméfeny.
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Jak pro UV-VIS stanoveni, tak 1 fluorescencni stanoveni byly vypocitany limity
detekce a kvantifikace, kdy limit detekce byl opét vypocitan jako trojndsobek Sumu
a limit kvantifikace jako desetindsobek Sumu. Pro UV-VIS stanoveni je limitem detekce
koncentrace malondialdehydu 0,024 nmol-ml™, zatimco limit kvantifikace se rovna
koncentraci 0,056 nmol-ml™'. U fluorescen¢éni detekce bylo ovéfeno, Ze je stanoveni
mnohem citlivéjsi, jelikoz naméfené fluorescence a nasledné vypocitané rozdily byly

nizsi, nez-li jsou hodnoty pro nejnizsi bod kalibra¢ni fady, coz byl standard o koncentraci

0,001 nmol-ml™'. Limity detekce a kvantifikace jsou tedy pod touto hodnotou.

4.2.2 Kalibra¢ni pfimka pro metodu TBARS

Byla piipravena kalibra¢ni fada standardu TEP v rozsahu od 0,001 do 10 nmol-ml ™! a po
inkubaci byla proméiena jak absorbance, tak i fluorescence standardi. Nasledné byly
sestaveny kalibra¢ni kiivky a byly vygenerovany kalibra¢ni rovnice. Obr. 15 A zobrazuje
kalibra¢ni pfimku pro UV-VIS stanoveni, kdy proti koncentracim standardd jsou uvedeny
piislusné absorbance. Zde je zdvislost linedrni a kalibra¢ni rovnice pro piepocet
koncentrace je ve tvaru y= 0,0604x + 0,0128; hodnota spolehlivosti je 0,9978. Obr. 15 B
ukazuje kalibra¢ni kiivku pro fluorescenci. Polynomicka regrese je zde vyjadiena jako

y= -190,48x> + 7578,5x + 504,41; a hodnota spolehlivosti je 0,9994.
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Obr. 15 Kalibra¢ni kiivky pro stanoveni koncentrace malondialdehydu, s koncentraénim
rozmezim 0,001-10 nmol-ml'. A) z UV-VIS detekce pii 532 nm, rovnice pfimky
y=0,0604x + 0,0128; R?>= 0,9978; B) pfi fluorescen¢ni detekci, excitace pfi 525 nm, emise pfi
560 nm, regrese kiivky y= -190,48x>+ 7578,5x + 504,41; R?>= 0,9994.
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4.2.3 Zpétné stanoveni standardu tetraethoxypropanu (TEP)

Spravnost metody byla ovéfena zpétnou kvantifikaci pfidaného standardu ze vzorku.
Do 96jamkovych desticek (jedna pro méfeni absorbance a druhd pro fluorescen¢ni
stanoveni) byly napipetovdny vzorky a k ¢4sti byl pfidan standard. Postup je popsédn
v kapitole 3.3.4. Po proméieni absorbance a fluorescence u vSech vzorka byly pomoci
kalibrac¢nich rovnic dopocitiny koncentrace MDA ve vzorcich. V tabulkdch niZe jsou
uvedeny stanovené koncentrace, jejich rozdil a tzv. BIAS (systematickd odchylka). Stejné
jako u metody FOX2 byl pouzit standard o tfech rGznych koncentracich,
ato2;4 a6 nmol-ml!. Tab. 3 zobrazuje vysledky z UV-VIS stanoveni. Primérné byla
koncentrace MDA ve vzorcich véel pied piidavkem TEP 0,238 nmol-ml!. Po piidavku
2uM standardu byla priméma koncentrace MDA ve vzorku 2,750 nmol-ml;
systematickd odchylka pro toto stanoveni je 25,6 %, coZ je v rdmci tohoto experimentu
chyba nejvyssi. Pfi pfidavku 4puM standardu byl BIAS stanoven na 18 %, kdy primérna
koncentrace po pifidavku standardu byla 5 nmol-ml!. Po pfidavku 6uM standardu byla
primérnd koncentrace MDA ve vzorku 7,6 nmol-ml™'. Systematickd odchylka je zde
23 %. Tab. 4 poté obsahuje naméfené a vypocitané hodnoty ziskané z fluorescen¢ni
detekce. Pted pfidavkem TEP ke vzorkiim vcel byla koncentrace malondialdehydu v nich
primérné 0,217 nmol-ml!. Po p¥idavku 2uM standardu bylo primérmné stanoveno pouze
1,914 nmol-ml"!. Chyba stanoveni byla v tomto piipadé -15 %. Po ptidavku 4uM bylo
zpétné stanoveno pouze 3,68 nmol-ml!, kdy se BIAS rovni -13,5 %. Nejmensi
systematickd odchylka byla stanovena po ptidavku 6uM standardu, kdy namétfend
koncentrace byla piiblizné 6,5 nmol-ml™'. Tento experiment uk4zal spravnost stanovent,
a to pfi riznych koncentracich. Mimo jiné bylo prokazano, Ze fluorescen¢ni stanoveni je
presnéjsi, citlivéjsi a spolehlivéjsi nezli UV-VIS detekce, kde mohou interferovat rizné

latky.
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Tab. 3 Koncentrace malondialdehydu stanovend UV-VIS detekci pomoci mikrodesti¢kového
readru. V tabulce jsou koncentrace pted a po piidavku standardu TEP o tfech rtznych
koncentracich. Rozdil koncentraci po a pied piidavkem standardu a BIAS, neboli systematicka

odchylka.
Koncentrace [ Koncentrace Koncentrace Koncentrace
MDA pied | MDA po MDA po MDA po
Vzorek | pfidavkem | pfidavku Rozdil BIAS piidavku Rozdil BIAS piidavku Rozdil BIAS
TEP 2uM TEP 4uM TEP 6uM TEP
[nmol-mI'] | [nmol-mI"] [nmol-ml "] [nmol-mI ']
1 0,205 2,288 2,083 0,083 4,772 4566 0,566 7,470 7265 1,265
2 0,073 2,917 2,844 0,844 4,954 4,881 0,881 7,387 7315 1,315
3 0,073 2,917 2,844 0,844 5,152 5079 1,079 7,619 7,546 1,546
4 0,934 3,116 2,182 0,182 5,285 4351 0,351 7,917 6,983 0,983
5 0,106 2,834 2,728 0,728 5,136 5030 1,030 7,834 7,728 1,728
6 0,272 2,619 2,348 0,348 4,821 4,550 0,550 8,182 7,911 1,911
7 0,272 2,785 2,513 0,513 4,904 4,632 0,632 7,205 6,934 0,934
8 0,073 2,487 2,414 0414 4,573 4500 0,500 7,437 7364 1364
9 0,205 2,603 2,397 0,397 4,954 4,748 0,748 7,570 7364 1,364
10 0,172 2,934 2,762 0,762 5,119 4947 0,947 7,437 7,265 1,265
primér 0,238 2,750 2,512 0512 4,967 4,728 0,728 7,606 7368 1,368
% 25,579 18,212 22,792
Tab. 4 Koncentrace  malondialdehydu  stanovend  fluorescencni  detekci  pomoci

mikrodestickového readru. V tabulce jsou koncentrace pied a po ptidavku standardu TEP o tfech
ruznych koncentracich. Rozdil koncentraci po a ptfed pfidavkem standardu a BIAS, neboli
systematicka odchylka.

Koncentrace | Koncentrace Koncentrace Koncentrace
MDA pied | MDA po MDA po MDA po
Vzorek | pfidavkem | pfidavku  Rozdil ~ BIAS pridavku  Rozdil ~ BIAS pridavku  Rozdil ~ BIAS
TEP 2uM TEP 4uM TEP 6uM TEP
[nmol- ml'l] [nmol- ml'l] [nmol- ml-l] [nmol- ml'l]
1 0,272 2,221 1,950 -0,050 3,491 3,219 -0,781 7,292 7,021 1,021
2 0,230 2,023 1,793 -0,207 3,332 3,102 -0,898 6,444 6,214 0,214
3 0,207 1,977 1,770 -0,230 3,479 3,272 -0,728 6,388 6,181 0,181
4 0,225 1,980 1,754 -0,246 3,314 3,089 -0,911 6,009 5,784 -0,216
5 0,213 1,850 1,636 -0,364 3,455 3,242 -0,758 6,192 5,979 -0,021
6 0,184 1,854 1,670 -0,330 3,667 3,483 -0,517 5,944 5,760 -0,240
7 0,187 1,769 1,582 -0,418 3,674 3,487 -0,513 5,741 5,554 -0,446
8 0,155 1,490 1,336 -0,664 3,960 3,805 -0,195 7,194 7,040 1,040
9 0,189 1,710 1,521 -0,479 4,063 3,874 -0,126 6,884 6,695 0,695
10 0,307 2,264 1,957 -0,043 4,362 4,055 0,055 6,917 6,610 0,610
prumeér 0,217 1,914 1,697 -0,303 3,680 3,463 -0,537 6,500 6,284 0,284
% -15,159 -13,430 4,727
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4.2.4 Méreni vzorku véel

4.2.4.1 Méreni vzorka Varroa véel

Metodou TBARS byly nasledné¢ méteny koncentrace malondialdehydu ve vzorcich vcel,
u kterych byl oxidacni stres vyvoldn rozto¢em Varroa destructor. Obr. 16 ukazuje graf
koncentrace MDA v jednotlivych skupindch. U vcel z kontrolni skupiny se koncentrace
MDA pohybovala v rozmezi od 0,2 do 0,4 nmol-ml™!. U zdravych véel pochazejicich ze
vCelstva nakazeného varodzou byla zjiSténa niZ8i koncentrace markeru lipidické
peroxidace, neZli tomu bylo u kontrolni skupiny, a to primérn& 0,1 nmol-ml'. Aviak
prokazateln¢ nejnizsi koncentrace MDA byla stanovena u vcel, které byly napadeny
kleStikem vcelim. Koncentrace zde byla témé&f nulova ¢i hranicila s limitem kvantifikace.

Statistickd analyza ukdzala, Ze skupiny kontrola Varroa a Varroa jsou vzhledem

ke kontrole signifikantné odlisné. AvSak kontrola Varroa a Varroa vzijemné odlisné

nejsou.
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Obr. 16 Koncentrace MDA u vcel napadenych varrodzou stanovend fluorescencni detekei, kdy
n=10 a koncentrace je uvedena v [nmol-ml']. 1-way ANOVA F(2, 24)= 8,200; p= 0,003.
Rozdilnd pismena nad grafy ukazuji, Ze jsou vysledky signifikantné odlisné, a to na zakladé
Bonferroniho post-hoc testu. Stejna pismena znamenaji, Ze skupiny nejsou signifikantn€ odli$né.
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4.2.4.2 Méreni vzorki véel oSetFenych paraquatem

U vcel osetienych paraquatem neni vidét zadny prokazatelny trend. U vcelstva ¢islo 1
(Obr. 17 A) jsou koncentrace malondialdehydu velmi nizké, aZ neprokazatelné.
Statistickd analyza odhalila, Ze signifikantn€ odliSné jsou pouze kontrolni skupina s PBS
po 3 hodindch. Zbylé skupiny odlisSné nejsou. U vcelstva ¢islo 24 (Obr. 17 B) byly
koncentrace MDA vyssi. V prvni ¢asti grafu lze vidét opét klesajici trend, kdy s mirou
stresu se snizuje koncentrace malondialdehydu ve vzorku. U vcel pochdazejicich
z kontrolni skupiny byla stanovena koncentrace primérné 0,06 nmol-ml!. Po 3 hodinach
od vpichu PBS roztoku (coZ byla kontrola pro stres zplisobeny mechanicky) se
koncentrace MDA pohybovala okolo 0,05 nmol-ml'. Nejniz$§i koncentrace byla
stanovena u vcel, které byly 3 hodiny od vpichu injekce s latkou paraquat. Po 6 hodinach
od oSetfeni vidime nartist koncentrace, a to u obou skupin. Koncentrace MDA se
v pifpadé oSetfeni PBS roztokem vySplhala primémé na 0,11 nmol-ml!, a u vcel
ofetfenych paraquatem dokonce na 0,12 nmol-ml™!. Statistickd analyza ukdzala,
Ze skupiny PBS a paraquat po 6 hodinéch jsou signifikantné odlisné od zbylych skupin,

avSak nejsou odliSné vzajemné.
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Obr. 17 A) graf s hodnotami koncentrace MDA u v¢el ze v€elstva ¢islo 1, kdy n=10,
koncentrace je uvedena v [nmol-ml']. 1-way ANOVA F(4, 45)=2,503; p=0,055.
B) graf s hodnotami koncentrace MDA u véel ze v€elstva ¢islo 24, kdy n=10, koncentrace
je uvedena v [nmol-ml!']. 1-way ANOVA F(4, 44)= 27,744; p= 0,000. Rozdilna pismena
nad grafy ukazuji, Ze jsou vysledky signifikantn€ odli$né, a to na zdklad¢ Bonferroniho
post-hoc testu. Stejnd pismena znamenaji, Ze skupiny nejsou signifikantné odliSné.
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4.3 HPLC separace, detekce a kvantifikace produktu reakce TBARS

4.3.1 Optimalizace

Postup HPLC separace detekce a kvantifikace produktu reakce TBARS byl
optimalizovén, zdkladni parametry pochdzely ze ¢lanku (Mendes et al., 2009), kde
stanovovali MDA-TBA> produkt u ryb. Ve vétSiné postupii se pracuje s fosfatovymi
pufry, coz miZe vést k ucpani HPLC systému, proto byla snaha nahradit fosfatovy pufr
Jinou mobilni f4zi. Mobilnich fazi bylo vyzkouSeno nékolik, naptiklad voda, NH4sHCO3
pufr, kyselina mravenci ve vod¢, nakonec i fosfatovy pufr. Tato vodnd mobilni faze byla
vzdy kombinovdna s organickou fazi — bud’ methanolem ¢i acetonitrilem. Po sadé
experimentll byla zvolena kombinace mobilni fiaze A: 0,5% kyselina mravenci
a mobilni faze B: acetonitril. Od zacatku optimalizace separace probihala na
chromatografické kolon¢ AERIS peptide 3,6 um; XB-C18; avSak pfi eluci produktu
TBARS reakce dochézelo ke vzniku nesymetrickych a chvostujicich pikli. Kolona byla
nahrazena chromatografickou kolonou YMC-TRIART PHENYL, S-3 um. Byly
zkouSeny rizné poméry mobilnich fdzi a fada gradientd, dédle byla vyzkouSena
i isokraticka varianta, ale vySe uvedeny gradient poskytoval nejvice uspokojivé piky.
Kwvli zkraceni doby separace byla zvysena teplota separace na 35 °C. Jednim z problému
byly 1 samotné vzorky ¢i standardy, kdy po jisté dobé dochazelo vlivem krystalizace
produktu  kucpidni predkolony. Tento problém byl vyfeSen pouZitim
mikrocentrifugac¢nich filtrti, pomoci nichZz byly mikrokrystalky ze vzorku odstranény,
tudizZ se nedostaly do systému a nehromadily se na piedkoloné. Tyto mikrocentrifugacni
filtry byly vzhledem k jejich cen¢ a vysokému poctu vzorkll pouZivany opakované, kdy

po pouZiti byly ponechédny na tiepacce v 80% ethanolu k vyc€isténi.

Optimalizace byla primarn¢ provddéna za pomoci UV-VIS detektoru, avSak kvuli
vys§i specifité a citlivosti byl zapojen i fluorescen¢ni detektor. Detektory byly zapojeny
sériové, proto je rozdil vretenénim case. Chromatogram A (Obr. 18 A) pochdzi
z UV-VIS detekce, kdy byla stanovena absorbance pti 532 nm. Pik malondialdehydu byl
detekovan v Case 2 minuty a 43 sekund. Chromatogram B (Obr. 18 B) je z fluorescen¢ni
detekce, kdy excitace probihala pti 525 nm a emise pak pii 560 nm. Pik nédleZici produktu
reakce byl detekovéan v Case 3 minuty a 11 sekund. V obou piipadech byl analyzovan
standard o koncentraci 16 nmol-ml'. Nerovnost baseline u UV-VIS stanoveni byla

pfisuzovéna nizsi kvalité¢ pouzitého acetonitrilu, proto byl vyzkousen acetonitril o vyssi
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kvalit¢ a Cistoté. Nésledné doSlo k poruse UV-VIS detektoru, proto bylo nadéle

pracovano pouze s FLD detektorem.

1 210224 TBARS_UV-IS phe #69 16uM MDA UV_VIS_1 WVL'632 nm
)
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Obr. 18 Chromatogramy z analyzy standardu TEP o koncentraci 16uM, kdy UV-VIS a FLD
detektor byly zapojeny sériove za sebou. A) zdznam z UV-VIS detektoru, pik pro malondialdehyd
ve 2 minuté a 43 sekund€. B) zdznam z FLD detektoru, pik pro malondialdehyd v ¢ase 3 minuty
a 11 sekund.
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4.3.2 Kalibra¢ni piimka

Nésledné byla prométena kalibracni fada, jejiZz ptiprava byla popséana v kapitole 3.3.2.
Rozsah kalibraéni fady byl od 0,001 do 10 nmol-ml™'. Kazdy ze standardii byl proméien
tiikrat. Po integraci ploch piklti byla vytvofena kalibra¢ni piimka (Obr. 19). Rovnice
pifmky je ve tvaru y= 53777x + 364,62. Hodnota spolehlivosti R? je zde 0,9993.

Chromatogramy nize (Obr.20) jsou zdznamy detekce fluorescence standardi
o koncentracich ze zacatku, stfedu a konce kalibrac¢ni fady (A= 0,001; B= 0,1; C=1
koncentraci je vidét narust fluorescencniho signdlu. Retencni ¢as piku je zde pfiblizné
ve 3.minuté. P¥i koncentraci 0,001 nmol-ml"! je plocha piku 1810, pii koncentraci
0,1 nmol-ml! je plocha 7490. Pii koncentraci 1 nmol-ml"' se plocha piku zvysila

na 51049 a pti desetindsobné koncentraci je plocha piku 537263.

etenal o emissien 1

Obr. 19 Kalibracni pfimka sestavend z hodnot z HPLC systému s FLD detektorem. Koncentrace
standardti byly v jednotkdch [nmol-ml']. Kalibraéni pfimka je ve tvaru y=53777x + 364,62.
Hodnota spolehlivosti R* = 0,9993.
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Obr. 20 Chromatogramy z analyzy standardi TEP pochézejicich z kalibra¢ni fady, a to z FLD
detektoru. Chromatogram A je zdznam detekce standardu TEP o koncentraci 0,001 nmol-ml™';
na chromatogramu B je standard o koncentraci 0,1 nmol-ml". Chromatogram C je z analyzy
standardu o koncentraci 1 nmol-ml' a posledni chromatogram D je standard o koncentraci
10 nmol-ml™.
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4.3.3 Zpétné stanoveni standardu TEP

K ovéteni opakovatelnosti a spravnosti stanoveni byl zpétné stanovovan standard, ktery
byl pfidan ke vzorkim v¢el. Koncentrace MDA pied piidavkem standardu byla stanovena
na primémé 0,266 nmol-ml™!, a to integraci piku a dopoéitdnim pomoci kalibraéni
rovnice. Po ptidavku 2uM standardu TEP byla naméfena koncentrace 3 nmol-ml™!, coz je
stanoveni se systematickou odchylkou 43 %. Po piidavku 4uM standardu byla namétena
koncentrace primérné 5,837 nmol-ml!, BIAS zde byl 39 %. Po piidavku 6uM standardu
byla chyba stanoveni nejniz8i (38,8 %), kdy se stanovend koncentrace rovnala
8,596 nmol-ml™!. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce niZe (Tab. 5).

Tab. 5 Koncentrace malondialdehydu stanovend fluorescen¢ni detekci pomoci HPLC systému.

V tabulce jsou koncentrace pred a po piidavku standardu TEP o tfech rtiznych koncentracich.
Rozdil koncentraci po a pted ptidavkem standardu a BIAS, neboli systematicka odchylka.

Koncentrace | Koncentrace Koncentrace Koncentrace
MDA pred | MDA po MDA po MDA po
Vzorek | pridavkem | piidavku  Rozdil ~ BIAS | pfidavku  Rozdil ~ BIAS pridavku  Rozdil ~ BIAS
TEP 2uM TEP 4uM TEP 6uM TEP
[nmol- mlrl] [nmol- mlrl] [nmol- mlrl] [nmol- mlrl]
1 0,282 3,002 2,720 0,720 5,759 5,477 1,477 8,393 8,111 2,111
2 0,255 3,148 2,893 0,893 5,885 5,630 1,630 8,622 8,367 2,367
3 0,261 3,248 2,987 0,987 5,867 5,606 1,606 8,774 8,513 2,513
prameér 0,266 3,133 2,867 0,867 5,837 5,571 1,571 8,596 8,330 2,330
% 43,333 39,275 38,839
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4.3.4 Méieni vzorku testovacich vcel k ovéieni metody

Byly proméieny pilotni vzorky vcéel bez indukce stresu pro ovéfeni metodiky méfeni.
Chromatogramy z téchto méfeni jsou uvedeny niZe (Obr. 21). Pik pro malondialdehyd
md i u redlnych vzorkl retenéni Cas ve 3.minuté a diky specifité fluorescen¢niho
stanoveni je to jediny pik v chromatogramu. Plocha piku se u vzorkti pohybuje mezi
6000-10000, coz odpovidd koncentraci okolo 0,2 nmol-ml™!. Avsak vzorky byly pii
piipravé 2x zfedény, proto se kone¢né koncentrace MDA ve vzorcich pohybuji okolo
0,4 nmol-ml"l. Vzorky byly méfeny v technickych triplikdtech. Zjiiténé koncentrace

ve vzorku jsou pak uvedeny v Tab. 6.
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Obr. 21 Chromatogramy z analyzy vzorkl véel. Zaznamy pochazi z fluorescencniho detektoru.
Pik pro malondialdehyd je ve 3. minut¢.

67



Tab. 6 Koncentrace MDA ve vzorcich vcel a jejich prumér z technickych triplikatti. Koncentrace
je uvedena v jednotkdch [nmol-ml!].

Koncentrace ~ Koncentrace = Koncentrace
MDA-TBA, MDA-TBA, MDA-TBA, Prameér
Vzorek produktu produktu produktu koncentrace
(HPLC-FLD) (HPLC-FLD) (HPLC-FLD) [nmol-ml'l]
[nmol-mI']  [nmol-ml']  [nmol-ml"]
1 0,452 0,402 0,472 0,442
2 0,312 0,216 0,178 0,235
3 0,154 0,168 0,144 0,155
4 0,344 0,342 0,334 0,340
5 0,268 0,230 0,220 0,239
6 0,192 0,216 0,204 0,204

4.4 Srovnani UV-VIS stanoveni a fluorescen¢niho stanoveni
na mikrodesticCkovém readru s fluorescenénim stanoveni pomoci

HPLC systému

4.4.1 Kalibracni piimKky pro porovnani metod stanoveni produkti

TBARS na spektrofotometru a po HPLC separaci

Pro srovndni téchto tfi zplsobl stanoveni produktu MDA-TBA: byla pfipravena
kalibraéni fada srozsahem 0,001-10 nmol-ml”', kterd byla proméfena vSemi tfemi
zpusoby stanoveni. Nejdiive byla proméfena absorbance pii 532 nm
na mikrodestiCkovém readru. Nésledné¢ byla prométena také fluorescence téchto
standardi pii excitaci 525 nm a emisi 560 nm. Standardy z kalibra¢ni fady byly ndsledné
separovdny a byla stanovena jejich fluorescence. Z naméfenych dat byly sestaveny
kalibracni kiivky (Obr. 22). Obr.22 A je kalibracni pifimka z UV-VIS detekce,
s kalibra¢ni rovnici ve tvaru y= 0,0676x + 0,0033. Hodnota R? je 0,9996. Kalibraéni
kiivka fluorescen¢niho stanoveni (Obr. 22 B) neni linearni, ale kvadratickd, a rovnice je
ve tvaru y=-538,81x? + 13579x + 1093,5. Hodnota spolehlivosti R? je 0,9985. Kalibraéni
rovnice pro kalibracni pifimku (Obr.22C) zHPLC stanoveni je ve tvaru

y=53777x + 364,62. Hodnota spolehlivosti je zde R* = 0,9993.
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Obr. 22 A) Kalibra¢ni pfimka pro UV-VIS stanoveni, s kalibra¢ni rovnici y= 0,0676x + 0,0033.
Hodnota R? je 0,9996. B) Kalibra¢ni kiivka pro fluorescenéni stanoveni, s kalibraéni rovnici
y= -538,81x* + 13579x + 1093,5. Hodnota spolehlivosti R* je 0,9985. C) Kalibraéni piimka
z HPLC stanoveni. Kalibra¢ni rovnice je ve tvaru y= 53777x + 364,62. Hodnota spolehlivosti je
zde R? = 0,9993.

4.4.2 Méieni vzorku cvicnych vcel

Nisledné byly ptipraveny vzorky vcel, které byly opét proméfeny vSemi tfemi zpUsoby.
Stanovené hodnoty byly ndsledné pievedeny na koncentrace MDA ve vzorku,
a to prepoctem pomoci piislusné kalibracni rovnice. V tabulce nize (Tab. 7) jsou uvedeny
stanovené koncentrace malondialdehydu. Koncentrace jsou podobné. Pro vysledky
z fluorescen¢niho stanoveni byl proveden parovy t-test, kdy df = 5; p = 0,671. Vysledky
byly opét testovany na hladiné vyznamnosti 0,05. Na zdklad¢ tohoto parového t-testu
muze byt feCeno, Zze ob¢é metody poskytuji stejné vysledky.

Tab. 7 Koncentrace MDA ve vzorcich véel stanovend jak na mikrodesti¢kovém readru (UV-VIS
i FLD detekef), tak pomoci HPLC systému s FLD detekci. Koncentrace je uvedena v [nmol-ml™'].

Spektrofotometrické stanoveni | HPLC stanoveni
Koncentrace  Koncentrace Koncentrace
MDA-TBA; MDA-TBA; MDA-TBA,

Vzorek produktu produktu produktu

(UV-VIS) (FLD) (HPLC-FLD)
[nmol- rnl_l] [nmol- rnl'l] [nmol- ml_l]

1 0,435 0,304 0,442

2 0,228 0,232 0,235

3 0,169 0,187 0,155

4 0,445 0,458 0,340

5 0,287 0,283 0,239
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4.5 Stanoveni hladiny lipidovych hydroperoxidi pomoci

thiokyanatanu Zelezitého

Pfi tomto stanoveni byl optimalizovan jiZ postup piipravy vzorku, kdy ptivodni protokol
(Galluzzi et al., 2013) obsahoval homogenizaci a néslednou extrakci HPLC vodou,
nasledné vysrazeni proteinii metafosforecnou kyselinou a poté ptidavek chloroformu.
Chloroformova vrstva byla poté pouZzivana jako vzorek. Vzhledem k tomu, Ze metodou
FOX2 se také detekuji lipidové hydroperoxidy, byl vyzkouSen stejny postup piipravy
vzorku i pro tuto metodu. Tim padem by pak opét mohl byt pouzit stejny vzorek, jako
u predchozich metod. Dle doporuceni byly zpocatku pouzivany sklenéné zkumavky,
jelikoz chloroform jakoZto rozpoustédlo by mohl uvolnit polymery z plastil
mikrozkumavek a ty by mohly interferovat. Po n€kolika zkouskach se standardem toto
nebylo prokdzano, proto bylo ndsledné¢ pracovano s plastovymi mikrozkumavkami

(Eppendorf).

Na zdklad¢ stanoveni lipidovych hydroperoxidi metodou FOX2 bylo nastaveno nové
rozmezi kalibracni pfimky. Byla proméfena kalibracni fada standardu
kumenhydroperoxidu (CuOOH) o rozsahu 0,5-20 nmol-ml™'. Z naméfenych hodnot pak
byla sestavena kalibracni piimka (Obr.23) a byla vygenerovdna kalibra¢ni rovnice

ve tvaru y= 0,0605x - 0,0091. Hodnota spolehlivosti R? byla 0,9988.
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Obr. 23 Kalibraéni piimka pro stanoveni LOOH pomoci thiokyanatanu Zelezitého, s pouZitim

standardu CuOOH. Kalibra¢ni rovnice je ve tvaru y= 0,0605x - 0,0091. Hodnota spolehlivosti
R?=0,9988.

70



U vzorkt véel byly kromé riiznych zpiisobii piipravy vzorku vyzkouSeny také rizné
poméry reagencii, jako i rizné doby inkubace, nebo pouZiti triphenylphosphinu (TPP)
jako redukéniho ¢inidla. Tim pddem by nemélo dochdzet k interferenci riznych latek ve
vzorku, protoze vzorek s TPP je pouzit jako blank. OvSem je nutnd dal$i optimalizace

a spravnd kombinace vyse uvedenych parametru.
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5 DISKUZE

Oxidac¢ni degradace mastnych kyselin vede k tvorbé¢ lipidovych hydroperoxidi (LOOH),
které jsou jednim z markerti oxida¢niho poSkozeni a slouzi ke zkoumani oxida¢niho
stresu. Pro stanoveni jejich koncentrace existuje fada postupti, napiiklad HPLC separace
spolu s elektroanalytickym stanovenim, plynovou chromatografii, oxidaci iodida
na triiodidovy anion, méieni tvorby konjugovanych dienti, nebo techniky zalozené
na thiobarbiturové kyseliné (TBA) atd. (DeLong et al., 2002). Tyto metody jsou vSak
vétSinou narocné na pristrojové vybaveni, chemikalie, ¢i vyZaduji jisté kroky navic, jako
je extrakce lipidi ¢i deproteinace vzorku. Nejvice vyuZivané jsou metody s pouZitim
TBA, a to pfevdzné protoZe jsou nendro¢né a pomérné rychlé, avSak zdleZi na typu
detekce. Diive byla také pouZivana jednoduchd a citlivd metoda pro méteni lipidovych
hydroperoxidl s pouZitim thiokyanatanu jako indikédtoru Zelezitych ionti, které vznikly
oxidaci iontll Zeleznatych (DeLong et al., 2002). Nourooz-Zadeh (1994) poté tuto metodu
upravili, a zacali jako indikdtor Zelezitych iontli pouZivat xylenolovou oranz. Je
predpokladéano, zZe touto metodou lze méfit koncentrace nizsi nez 1 uM (Nouroozzadeh

et al., 1994).

V rdmci metody FOX?2 byla optimalizovana doba inkubace, kdy prvni inkubace trvala
30 minut, coz je dostatecna doba pro redukci LOOH pomoci TPP v MeOH. Druha
inkubace je 15minutové, coZ je ¢as, kdy dojde k vyvijeni zbarveni. Ve vétSiné€ publikaci
jsou uvadény ob¢ inkubace 30minutové (Griffiths e al.,, 2000; Sodergren et al., 1998).
AvSak naptiklad (Jiang et al., 1992) také zkratili druhou inkubaci na 15 minut. V této
praci zjisténé limity detekce a kvantifikace ukézaly, Ze citlivost metody je dostate¢nd pro
stanoveni lipidovych hydroperoxidi u vcel. Byla také ovéfena stabilita lipidovych
hydroperoxidl v jiZ pfipraveném extraktu, kdy byl vzorek pfipraven a prométen jak
bezprostfedné po piiprave, tak i druhy den. V obou ptipadech byla koncentrace LOOH

shodna.

Byla ovéfena opakovatelnost a spravnost stanoveni, a to pfidavkem a zpétnym
stanovenim standardu CuOOH. Tento experiment ukdzal, Ze nejvySSi spolehlivost
stanoveni je ve stiedni Casti kalibracni fady, kde se pohybuji také hodnoty v redlnych
vzorcich. Siroké rozmezi kalibraéni fady bylo zvoleno vzhledem k optimalizaénim
krokim a vzhledem ktomu, Ze se hladiny koncentraci rGzné¢ meéni v zdvislosti

na pouZzitém stresu.
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Metoda TBARS stdle zlstdvd jednou z nejvice pouzivanych metod pro méfeni
oxida¢niho poskozeni, a to pfevazné diky své jednoduchosti. I kdyZ bylo v minulosti

sV v

vytvoteno nékolik postupil stanoveni zaloZzenych na HPLC (a to pfevdzné kviili zvySeni
(2001) porovnavali fluorescen¢ni stanoveni pomoci HPLC s UV-VIS spektrofotometrii.
Limit detekce pro UV-VIS stanoveni byl piili§ vysoky pro dany vzorek, proto rad&ji
pouzivali spektrofluorimetrii, kterd ma potiebnou citlivost (Lykkesfeldt, 2001).
U UV-VIS detekce produktu TBARS reakce hrozi fada interferenci, naptiklad sacharidy
a barviv. Hodges et al. (1999), ktefi stanovovali lipidickou peroxidaci u rostlin, popsali
zpusob, jakym interferujici latky eliminovat. A to méfenim absorbance pii dalSich
vinovych délkach a jejich ndslednym piepoctem (Hodges et al, 1999). V pivodnich
protokolech pro metodu TBARS se také uvadi inkubace vzorki pti 90 °C, u (Hodges et
al., 1999) dokonce 95 °C. V ramci mé bakaldiské prace (Pind’dkova, 2019) byla tato
teplota inkubace sniZena na 60 °C, protoZe vysoka teplota nicila plast mikrodesticek,
ve kterych inkubace probihala. Nyni bylo zjiSténo, Ze plast mikrodestic¢ek nenici vysoka
teplota, ale zZe pii vysoké teploté nejspiSe vznikd produkt, ktery poskozuje povrchovou

vrstvu jamek

V ramci této diplomové prace byly u metody TBARS vyzkouSeny tfi typy stanoveni.
UV-VIS a fluorescen¢ni detekce pomoci mikrodestickového readru a fluorescencni
detekce pomoci HPLC systému. Cilem bylo zjistit, které z téchto stanoveni je optimalni
pro rutinni laboratorni analyzu. Byly sestaveny tfi kalibra¢ni pifimky pro kazdy typ
stanoveni. Kalibracni kfivka sestavend z méfeni fluorescence na mikrodestiCkovém
readru nebyla linedrni, ale polynomicka. Byla vytvofena rovnice v MS Excel pro vypocet
koncentrace pomoci této kalibra¢ni rovnice. Dale byla ovéfena spravnost vSech tif typa
stanoveni. Nejlépe z tohoto testu vysla fluorescencni detekce pomoci readru, kdy byla
v tomto piipad¢ nejnizsi systematickd chyba stanoveni. Nejvyssi chyba stanoveni byla
u FLD detekce pomoci HPLC systému. Je tudiZ potfebnd dalsi optimalizace a nislednd
validace této metody. U stanoveni na mikrodestiCkovém readru byly vypocitany limity
detekce a kvantifikace, které jasné ukazaly, Ze fluorescencni stanoventi je citlivéjsi. HPLC
stanoveni zase ukdzalo, Ze pti fluorescenénim stanoveni se specificky stanovuje
pozadovany produkt, na rozdil od UV-VIS stanoveni, kde byly v chromatogramu
viditelné i jiné latky — nejspiSe vedlejsi produkty reakce, a to i v pfipad¢ standardu.

U vzorkt v¢el nebylo UV-VIS stanoveni po separaci na kolon¢ provedeno, a to z diivodu
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poruchy tohoto detektoru. Pro spolehlivé ovéfeni, Ze se v daném piku vyskytuje pouze
nami poZadovany produkt by byla potieba MS/MS analyza, kterd mize byt pfedmétem

dalsi optimalizace tohoto stanoveni.

Z vysledkl zpétného stanoveni ptidaného standardu TEP ze vzorku a dalSich méteni
se optimdlnim stanovenim zdé byt fluorescen¢ni stanoveni na mikrodestickovém readru,
protoZe fluorescencni stanoveni je citlivéj$i a specifi¢téjSi nez UV-VIS stanoveni.
U UV-VIS stanoveni mohou razné latky interferovat a tim nadhodnocovat vysledky.
V piipad¢ vcel, u kterych byl vyvolan oxidacni stres, koncentrace malondialdehydu
ve vzorcich véel klesla a7 k hodnotdm okolo 0,1 nmol-ml™!, coz pro UV-VIS detektor
bylo pod LOQ. Mezi stanovenim pomoci mikrodestickovém readru a pomoci HPLC je
vyhodnéjs$i pouziti mikrodestiCkového readru, jelikoZ je toto stanoveni rychlejsi

alevngjsi. U HPLC stanoveni je navic nutny mezikrok s filtraci vzorku, kde miize

dochézet ke ztratdm produktu a také priprava vzorku se tak protdhne.

Po optimalizaci byla stanovena koncentrace lipidovych hydroperoxidii u vcel,
u kterych byl vyvoldn oxida¢ni stres. V tomto piipad¢ byla provedena infestace vcel
varrodzou. Byly to jiZ popsané tfi skupiny vcel, kdy kontrolni pochézely ze zdravého
vcelstva, kontrola Varroa vCely pochézely ze veelstva nakazeného varodzou, avSak samy
napadeny nebyly. A Varroa véely na sob& pfimo nesly roztoe Varroa. Varrodza je
jednou z nemoci vcel, kterd trapi vCelafe po celém svété. Byly pouZity zadecky vcel,
ve kterych se nachdzi tukové téleso, coz zaruCuje piitomnost lipidd. Méfenim bylo
prokdzéano, Ze se zvySujici se mirou stresu klesa koncentrace studovanych latek. Tento
fakt neodpovida predpokladu, ktery fika, Ze se zvySujici se mirou oxidacniho stresu
se zvysuje koncentrace ROS ve vzorku. Tim se zvySuje mira lipidické peroxidace a tim
vyss§i by méla byt koncentrace lipidovych hydroperoxidd, cozZ je primarni produkt LPX.
Stanoveny trend byl vSak ndasledné potvrzen i metodou TBARS, kde koncentrace
malondialdehydu jako jednoho z koncovych produktt lipidické peroxidace také klesala
s rostouci mirou stresu. Tato skuteCnost miize byt zpiisobena tim, Ze rozto¢ Varroa
destructor parazituje na tukovém télese véel (Ramsey et al., 2019), ¢imz dochazi k Gibytku
celkového mnoZzstvi lipidi v téle vcely. To vSak nevysvétluje ibytek koncentrace jak
lipidovych hydroperoxidid, tak i malondialdehydu u vcéel z nakaZeného vcelstva,
na kterych vSak rozto¢ pfimo neparazitoval. K objasnéni by mohlo napomoci stanoveni

celkového mnozstvi lipida v danych vzorcich vcel, avSak toto stanoveni neni pro
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stanoveni u v¢el optimalizovano. To bude pfedmétem dal$tho zkoumani. JelikoZ takovyto
typ experimentu nebyl difve provddén ani u vcel ani u jinych organismi, mohu
porovndvat pouze s vysledky mé bakalatské prace (Pind’dkova, 2019). V rdmci té jsem
stanovovala miru lipidické peroxidace metodou TBARS u vcel z imuniza¢niho
experimentu, kdy byly opét tii skupiny — kontrolni v¢ely; vCely jimZ byl injekci podéan
roztok PBS a vcely, kterym byla aplikovdna suspenze s bakteriemi Paenibacillus larvae.
V tomto piipad¢ byla také koncentrace malondialdehydu u kontrolnich vcel vyssi, nez-1i
byla koncentrace u vcel laboratorné imunizovanych. V tomto piipadé vSak neexistuje

moznost tbytku lipida zpiisobeného rozto¢em.

Dile bylo pracovéano se vzorky vcel, u kterych byl uméle vyvolan oxidacni stres.
K tomu byla vyuZita latka paraquat, coz je herbicid, jenz je pro v¢ely Skodlivy a zptisobuje
oxidacni stres. Paraquat; neboli 1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridilium dichlorid; produkuje
superoxidovy radikdl, a to piimo skrze cyklickou redoxni reakci s kyslikem a zptisobuje
fadu bunécnych poSkozeni. To bylo popsano v (Seehuus et al., 2006) a (Bus a Gibson,
1984). Tato latka byva Siroce vyuzivana pro studium oxidac¢niho stresu, napiiklad byla
vyuzita v experimentu od Li-Byarlay et al. (2016), kde zkoumali oxida¢ni stres u trubct
a jejich rozdilnou toleranci. Mimo jiné zde stanovovali koncentraci malondialdehydu,
avSak pomoci TBARS kitu (Li-Byarlay et al,, 2016). V rdmci mého experimentu se
po aplikaci paraquatu koncentrace lipidovych hydroperoxida zvysSila. CoZz koreluje
s pfedpokladem, Ze se zvysujici se mirou oxida¢niho stresu se zvysSuje koncentrace
lipidovych hydroperoxidi. Tyto oSetfené vzorky byly odebrany po 3 a 6 hodinach, kdy je
vidét rozdil v koncentracich, avSak pro stanoveni trendu ¢i kiivky by bylo potieba vice
casovych odbéri a také piislusnou kontrolu. Tyto kontrolni vely byly odebrany po
24 hodinach. U téchto vcel byla také stanovovana koncentrace malondialdehydu metodou
TBARS. Koncentrace malondialdehydu v téchto vzorcich byly velmi nizké, takika
nulové, proto z vysledkli nevyvozuji Zadny zavér. Nizkd koncentrace malondialdehydu
muze byt ddna mladSim vékem vcel, které byly v dob¢ oSetfeni pouze 3 dny staré
anemusela zde byt takova koncentrace lipidi. Dal$i moZnosti, pro¢ je koncentrace
malondialdehydu tak nizkd, je brzky odbér vzorku. Kdy tii a Sesti hodinovy interval
od oSetfeni nemusel byt dostatecné dlouhy k vytvoreni sekunddrniho koncového produktu

lipidické peroxidace.
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Dal$im pfedmétem zkoumadani by mohla byt jiZ zminénd MS/MS analyza produktu
reakce TBARS, aby se potvrdilo tvrzeni, Ze se fluorescencné stanovuje pouze tento
produkt. Ddle je potifeba dotdhnout optimalizaci HPLC separace, detekce a kvantifikace
produktu metody TBARS a také dokonceni optimalizace metody s pouZitim
thiokyanatanu Zelezitého pro stanoveni LOOH. Tyto optimalizované metody budou

nadale vyuZity ke stanoveni miry oxida¢niho stresu u vcel.
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6 ZAVER

V ramci teoretické cCasti diplomové prace bylo cilem vypracovat literarni reSersi
se zam&fenim na reaktivni formy kysliku u hmyzu. V praci byl charakterizovidn vznik
ROS, jakozto 1 antioxida¢ni systém, ktery tyto kyslikové radikédly zhasi.

Déle byly popsany jak fyziologické, tak Skodlivé vlivy ROS, mezi které patii
i lipidicka peroxidace, kterd byla stanovena v ramci praktické ¢asti. V dalsi ¢asti byly
shrnuty poznatky o imunité vcel a jejim propojeni s drdhami oxida¢niho stresu.

Nisledn¢ byly popsany metody stanoveni parametri oxida¢niho stresu a teoretické
popsani HPLC systému a vysokotlaké u¢inné chromatografie jako takové.

Praktickd cast byla zaméfena na optimalizaci metod pro stanoveni lipidické
peroxidace. Prvni metodou byla metoda FOX2, pomoci niZ se stanovuji lipidové
hydroperoxidy, které vznikaji béhem lipidické peroxidace. Toto stanoventi, jako i1 ptfiprava
vzorkll byly optimalizovany, byla potvrzena spravnost stanoveni. Tato optimalizovana
metoda byla nésledné pouzita pro zjiSténi koncentrace lipidovych hydroperoxida
ve vzorcich Varroa véel a byl vytvoren profil koncentrace LOOH v ramci skupin vcel,
u kterych byl uméle vyvoldn oxidacni stres. V piipadé Varroa vcel se koncentrace
lipidovych hydroperoxidi se zvySujici se mirou stresu sniZovala. U skupiny vzorkt, kde
byl oxidac¢ni stres indukovan chemicky, se naopak mnozstvi LOOH se zvySujici se mirou
stresu zvySovala. Dalsi optimalizovanou metodou byla metoda TBARS, pomoci niZ se
stanovuje malondialdehyd, coZ je koncovy produkt lipidické peroxidace. Bylo
optimalizovéno fluorescencni stanoveni tohoto produktu, u n€jz byla predpoklddana vyssi
citlivost a specifita. Tento pfedpoklad byl potvrzen sérii experimentl. Fluorescen¢nim
stanovenim metody TBARS byly zjistény koncentrace malondialdehydu u Varroa vcel,
kdy opét se zvySujici se mirou stresu klesala koncentrace MDA ve vzorku. Vcely,
u kterych byl oxidacni stres vyvolan litkou paraquat byla koncentrace MDA velmi nizka,
i tak byl pozorovan nértst koncentrace MDA v Case.

Déle byla optimalizovana HPLC separace, detekce a kvantifikace produktu reakce
TBARS. Bylo optimalizovédno hned nékolik parametrti, jako mobilni faze, kolona, teplota
separace, gradient a tak déle. Bylo pracovano jak s DAD, tak i FLD detektorem. Byla
ovéfena spravnost stanoveni a byly proméfeny vzorky cvicnych vcel. Byly srovnany
vysledky z UV-VIS stanoveni a fluorescen¢niho stanoveni pomoci mikrodestickového

readru a fluorescencniho stanoveni pomoci HPLC systému. Z celkovych vysledkl se
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ukézalo nejvhodnéjsi fluorescencni stanoveni na mikrodestiCkovém readru, protoZe je

citlivéjsi a specifictejsi nezli UV-VIS stanoveni, kde hrozi jisté interference. A zéroven je

toto stanoveni pomoci readru rychlejsi a levnéjsi nezli fluorescencni detekce na HPLC.
U stanoventi lipidovych hydroperoxidii pomoci thiokyanatanu Zelezitého byla zahdjena

optimalizace ptipravy vzorkil a postupu méfeni standard.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

4-HNE 4-hydroxy-2-nonenal

8-OHdG 8-hydroxy-2"deoxyguanosin

AMK aminokyselina

AmP antimikrobidlni peptid

ANOVA analyza rozptylu

ATP adenosintrifosfat

BHT butylhydroxytoluene

BIAS systematickd odchylka

COX cyklooxygenasa

CuOOH kumenhydroperoxidu

DNA kyselina deoxyribonukleova

DNPH 2,4-dinitrophenylhydrazin

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
FLD fluorescen¢ni detektor

FOX2 ferrous oxidation in xylenol orange version 2
GSH glutathion

HIF hypoxii indukovany faktor

HPLC vysokoucinna kapalinovd chromatografie
LOD limit detekce

LOOH lipidové hydroperoxidy

LOQ limit kvantifikace

LPX lipidové peroxidace

MDA malondialdehyd

MeOH methanol

NF-xB nuclear factor kB
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NOX
PAMPs
PBS
PCO
PO
proPO
proPO-AS
PRR
PUFA
RNA
RNS
ROS
TBA
TBARS
TEP
TPP

UV-VIS

NADPH-oxidasa
pathogen-associated molecular patterns
fosfatovy pufr

karbonylace proteinti

fenoloxidasa

profenoloxidasa

profenoloxidasu aktivujici systém
receptory pro rozpoznani patogent
polynenasycené mastné kyseliny
ribonukleova kyselina

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

kyslina thiobarbiturova

thiobarbituric acid reactive substances
tetraethoxypropan

triphenylphosphine

ultrafialovo-viditelnd spektroskopie
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