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Abstrakt

Vcela medonosnd (Apis mellifera) je jednim z nejvyznamnéjSich zdstupci
spolecenského hmyzu se socidlni imunitou. V¢ely jsou dulezitymi opylovateli rostlin a
také producenty vcelich produktt, jako je med, propolis a vosk. Zdravi vcel je jednim
z velmi diskutovanych témat posledni doby. Studium imunitniho systému vcel by mohlo
vést k aplikaci poznatktl do praxe. Rada faktorti zptisobuje u véel oxidaéni stres, ktery

Mowe

sz vz

V teoretické Casti této bakalaiské prace jsou shrnuty poznatky o enzymatickém i
neenzymatickém vzniku ROS a zdroven je zde popsan antioxidacni systém vcel. Popsdny
zde byly obranné mechanismy, mezi které patii antioxidani enzymy jako je katalasa,
superoxiddismutasa ¢i peroxidasa, ale také pfirodni latky s antioxida¢nimi dc¢inky.
Nasleduje kapitola o v¢elich patogenech a parazitech a jejich vliv na zdravi vcelstev.

V rdmci experimentdlni ¢4sti byly optimalizovdny a popsdny metody pro
spektrofotometrické stanoveni specifické aktivity katalasy a superoxiddismutasy. Byl
zméten profil specifické aktivity katalasy v prubéhu sezény u vcéel odebranych
z experimentalnich vcelstev. Specificka aktivita katalasy byla méfena pro kazdou télni

Vv

cast zvlast. Nejvyssi specifickd aktivita katalasy byla v zadeccich vcel, zatimco
v hrudnicich vcel je specifickd aktivita niz8i. V in vitro pokusu byly 10denni vcely
uspany pomoci CO», imunizovany roztokem PBS nebo imunizovdny roztokem PBS
s bakteridlni suspenzi. Specifickd aktivita katalasy a superoxiddismutasy byla métena v
zadecCcich imunizovanych vcel. NejvyS§i specifickd aktivita katalasy a
superoxiddismutasy byla zjiSténa u vcel stimulovanych vpichem PBS s bakteridlni
suspenzi. Opacny trend vSak byl zjistén u lipidické peroxidace, pro kterou byla
optimalizovdna metodika spektrofotometrického méteni koncentrace malondialdehydu

metodou TBARS.
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Honey bees (Apis mellifera) are one of the most important representative of insects with
social immunity. Bees are important pollinators for plants, additionally they produce
honey, propolis and wax. Nowadays, health of honey bees is one of the most discussed
topics. Research of honey bee immune system could have outcomes for practical
beekeeping. Accumulation of reactive oxygen species (ROS) cause oxidative stress,
which is induced by many factors — such as nutrition, xenobiotics, flight activity etc.

The theoretical part of the bachelor thesis summarises knowledge about enzymatic
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Cile prace
Vypracovat literarni reSersi o sloZkach antioxida¢niho systému hmyzu se zaméfenim na

vcelu medonosnou (Apis mellifera)

Zpracovani literarni reSerSe o vlivu patogent a paraziti (Nosema spp., Varroa destructor,
viry a dal$i) na fyziologické pochody v¢ely medonosné se zaméfenim na antioxidacni

stres.

Studium zmén v antioxidacnim systému vcely medonosné.



1 UVOD

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jednim z nejvyznamnéjSich zastupct
spolecenského hmyzu se socialni imunitou. Véely jsou dulezitymi opylovateli rostlin a
také producenty vcelich produktti, jako je med, propolis a vosk. Zdravi vcel je jednim
z velmi diskutovanych témat posledni doby. Na vcely plisobi fada stresovych faktord,
mezi n¢ patii fada bakterialnich, virovych a houbovych onemocnéni. Dal§imi faktory
jsou naptiklad xenobiotika z primyslovych pesticidi a dalsi latky, které vznikaji lidskou
¢innosti. V dusledku jejich plsobeni vznika tzv. oxidacni stres. Oxidaéni stres vznika

nahromadénim reaktivnich forem kysliku (tzv. ROS) (Kodrik et al., 2015).

Jako reaktivni formy kysliku jsou oznaovany chemicky velmi reaktivni slou€eniny
kysliku, které se déli na volné radikaly s neparovymi elektrony a neradikalové formy,
které sdili jejich neparové elektrony (Kodrik et al., 2015). Radime mezi né naptiklad
superoxidovy anionradikal, hydroxylovy radikal ¢i peroxid vodiku. Souhrn je uveden
v Tab. 1. Mistem vzniku ROS jsou mitochondrie, peroxisomy ¢i chloroplasty. Ke
vzniku reaktivnich forem kysliku dochdzi i za fyziologickych podminek, rznymi
enzymovymi 1 neenzymovymi reakcemi. Mnozstvi ROS je regulovdno fadou
antioxida¢nich enzymu a latek, které dohromady tvofi antioxida¢ni systém vcely. Pokud
se tvoii vétsi mnozstvi ROS, neZli mize byt detoxifikovano, hladina ROS se zvysi a
muze dojit k lipidické peroxidaci nebo k oxidacnimu poSkozeni proteint ¢i nukleovych
kyselin. To vede ke ztraté funkce téchto dulezitych molekul (Weirich et al., 2002).

Tabulka 1 Reaktivni formy kysliku

Nazev Znacka

superoxidovy anionradikal ~ O%

peroxid vodiku H20;
hydroxylovy radikal HO-
ozon O3
hydroxyperoxyl HO,:
peroxylovy radikal ROO-
singletovy kyslik 0,

11



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vznik reaktivnich forem Kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou generovany aerobnimi organismy béhem béZzného
bunééného metabolismu. Vznikaji pfedev§im v organelach s vysokou metabolickou
aktivitou a intenzivnim aerobnim metabolismem, jako jsou napi. mitochondrie,
peroxisomy, endoplasmatické retikulum, nebo pomoci enzymi v cytoplasmatické
membrang. V nizké koncentraci hraji roli v nékterych fyziologickych procesech, ovsem
ve vysoké mife jsou cytotoxické (Halliwell a Gutteridge, 1999). Zdroje reaktivnich
forem kysliku rozliSujeme na endogenni a exogenni. Endogenni zdroje poté mizeme
rozdé€lit na enzymové a neenzymové (Kodrik et al., 2015). Mezi tzv. exogenni zdroje
ROS se fadi ionizujici zafeni, pesticidy a reakce iontd tézkych kovi (Kodrik et al.,
2015). Tonizujici zafeni dokaze hydroxylovy, a i dalsi organické radikaly, pfeménit na
peroxid vodiku a jiné peroxidy. Tyto peroxidy mohou nésledné reagovat s ionty kov,
mezi které patii Fe?" a Cu*. Produktem této tzv. Fentonovy reakce jsou pravé kyslikové
radikaly (Biaglow et al., 1992). Tézkymi kovy, které mohou reagovat, jsou rtut’, nikl,
olovo ¢i kadmium. Oxidacni stres miiZze byt generovan pesticidy a dalSimi xenobiotiky.

Jednou z latek s takovymito ucinky je herbicid paraquat (Li-Byarlay et al., 2016).

Mezi endogenni zdroje ROS patii zejména mitochondrialni elektronovy transportni
fetézec, NADPH-oxidasa lokalizovana v cytoplasmatické membrang, cytochrom P450
monooxygenasa a xantinoxidasa v peroxisomech (Obr. 1) (Granger, 1988). U v¢el jsou
ROS ve velkém mnozZstvi produkovany v létacich svalech, které se nachazeji v hrudniku

(thoraxu) vcely.

12



=
NADPH-oxidasa U
SOD
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Xantinoxidasa — 7 H:0, OH-

0y |———

Fentonova

Cytochrom P450
reakce

Mitochondridlni dychaci fetézec

|

Hzo Hzo + Oz Hzo

Obrazek 1 Schéma vzniku a inaktivace ROS - upraveno dle (Forstermann a
Munzel, 2006)

2.1.1 Zdroje ROS

2.1.1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou bunééné organely aerobnich zivocicht, dilezité pro metabolismus
bunék. Soucasti mitochondrii je 1 dychaci fetézec, ktery je lokalizovan na membrané
mitochondrie (Obr. 2) (Fridovich, 2004). V ramci dychaciho fetézce probihaji redoxni
reakce, pii kterych se hromadi energie a diky ni dochazi k pfenosu protonid do
mezimembranového prostoru (Miwa et al., 2008). Vznika protonovy gradient, jenz
pohani ATPasu pfi syntéze adenosintrifosfatu (ATP). Béhem tvorby ATP jsou elektrony
prenaseny pomoci elektronového transportniho fetézce. Tyto elektrony slouzi k redukci
kysliku na vodu. B€hem tohoto procesu 1-3 % elektronii diky slabym pfenaSectim opusti
systém a zapricini produkci superoxidového anion radikalu (Fridovich, 2004, Miwa et
al., 2008). Ve vnitini mitochondrialni membrané jsou zakotveny komplexy, které patii

k elektronovému transportnimu fetézci. Jedna se o reduktasy a jsou celkové Ctyfi
(Tab. 2).
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Tabulka 2 Seznam membranovych komplext

Komplex | NADH-Q oxidoreduktasa
Komplex Il sukcinat-Qreduktasa

Komplex 111 Q-cytochrom c oxidoreduktasa
Komplex IV cytochrom ¢ oxidasa

MATRIX

NADH + HT H* FADH2 H*

NAD?* FAD
e AN T e gl s
B Y -
‘ :\ i 177 11 G ;‘ | 1( : .
J)J.)J{ I DIIDS 4.».)\).4\‘]" ';..o.).).)i?\\' o B ,.LJ.)JJJJJJJM
H* Y H+ H* Y
H* H*
H* ichi H FoF, - ATP
ubichinon cytochrom ¢ oF 1 asa

MEZIMEMBRANOVY
PROSTOR

Obrazek 2 Schéma mitochondrialniho dychaciho fetézce — ptrevzato z (Kodicek, 2018)

Hlavni zdroje superoxidu V mitochondriich savci jsou NADHoxidoreduktasa
(komplex 1) a cytochrom ¢ oxidoreduktasa (komplex I11) (Forstermann a Munzel, 2006).
Ovsem bylo dokazano, ze urcité mutace mohou pfeménit komplex II na generator
superoxidu. Ptikladem takové mutace, je mutace vedouci k substituci glycinu za
glutamovou kyselinu v cyt-1 (Ishii et al., 1998). Enzym glycerol-3-fosfatdehydrogenasa
se ukazal byt jako udinny zdroj superoxida v mitochondriich D. melanogaster
(octomilka obecnd). Mechanismus je takovy, ze komplex I uvolni superoxid smérem
k matrix mitochondrii, kde je lokalizovan komplex I a
glycerol-3-fosfatdehydrogenasa. Ty uvolfiuji superoxid do matrix a také do cytoplasmy
(Miwa et al., 2008). Na matrix mitochondriich je také manganova superoxiddismutasa,
ktera odstraniuje superoxidové anionradikaly a generuje peroxid vodiku. Ten mlze byt
konvertovany pomoci dalSich enzyma na vodu a kyslik. Pokud ovSem neni peroxid
rozlozen, miize reagovat s Fe?* a t&Zkymi kovy a produkovat reaktivni hydroxylové

radikaly (Tang et al., 2014).

14



2.1.2 Enzymy jako zdroje ROS

2.1.2.1 NADPH-oxidasa (Nox, EC: 1.6.3.1)

NADPH-oxidasa (NOX) je transmembranovy enzym, ktery byl ptivodné identifikovan
ve fagocytech (Bedard a Krause, 2007). Tento enzym ma vice isoforem - Nox1, Nox3,
Nox4, Nox5 a Duox1, Duox5 — coz jsou fagocytarni isoformy, a Nox2, ktery byl objeven
ve velkém mnozstvi riznych dalSich bun€k a tkani (Cheng et al., 2001), napt. i
v nervové soustavé (Choi et al., 2005). NADPH-oxidasa byla prvnim objevenym
pfipadem enzymového systému, jehoZz vyhradni funkci je produkce ROS. Katalyzuje
jednoelektronovou redukci kysliku, ¢imz vznika superoxidovy radikal (rovnice 1) (Tang
et al., 2014). Iniciace fagocytdzy muze nastat po napadeni buiiky patogenem, ¢imz
dochazi ke stimulaci membranové vazané Nox. Dochazi ktoku elektront
z cytosolarniho kofaktoru NADPH k extracelularnimu kysliku a tvorbé superoxidu.

Superoxid mize byt modifikovan na jiné metabolity (Racek a Holecek, 1999).

NADPH + 2 0, » NADP* + H* + 205 -

Rovnice 1 Jednoelektronova redukce kysliku

2.1.2.2 Cytochrom P450 (P450 nebo CYP)

Cytochrom P450 monooxygenasy jsou hemoproteinové enzymy, které maji klicovou
roli v primarnich i sekundarnich metabolickych drahach. Jsou to enzymy, které se
obecné podileji na metabolismu endogennich latek. Katalyzuji rozmanité reakce,
naptiklad hydroxylaci, sulfoxidaci ¢i epoxidaci. Tyto enzymy obsahuji tetrapyrroloveé
jadro s centralnim atomem zeleza. Vyskytuji se v membranovych strukturach
endoplasmatického retikula (ER) a mitochondrii (Lamb a Waterman, 2013).
Cytochromy P450 katalyzuji monooxygenasové reakce prostfednictvim vazby
s enzymem NADPH:cytochrom P450 reduktasou ¢i dal§imi enzymy. Reakce se ucastni
molekula kysliku O». Elektrony z NADPH jsou pienasSeny na NADPH:cytochrom P450
reduktasu a poté na cytochromy P450. Redukovana forma cytochromu P450 aktivuje
molekulu O, ktera se §tépi na dva atomy. Jeden atom kysliku je zaclenén do substratu,
zatimco druhy atom kysliku reaguje s protony vodiku za vzniku vody (rovnice 2)
(Stiborova et al., 1999). Pokud jsou elektrony pienaseny na jiné akceptory (napt. Oy),
dochazi k produkei kyslikovych radikalt (Peng et al., 2017).
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RH + 0, + NADPH + H* - ROH + H,0 + NADP*

Rovnice 2 Reakce cytochromu P450

2.1.2.3 Xantinoxidasa (XO, EC: 1.1.2.22)

Xantinoxidasa je jednou z forem xantinoxidoreduktas. XO je homodimer obsahujici
jedno molybdenové centrum, dvé FeS centra a kofaktor FAD (Obr. 3). Tento enzym je
generovan proteolyzou xantindehydrogenasy ¢i oxidaci sulthydrylové skupiny a je
umistén v jatrech, stievech ¢i v séru (He et al., 2019). XO je fazena mezi zdroje ROS,
protoze katalyzuje oxidaci hypoxantinu na xantin. Pfi této reakci xantinoxidasa daruje
elektrony molekularnimu kysliku Oz, ¢imz tvoii kyslikové radikaly jako napiiklad
superoxidovy anionradikal (Ohara et al., 1993). Vznikajici xantin mize byt za katalyzy
xantinoxidasou oxidovan na kyselinu mo¢ovou (Tang et al., 2014). Dalsim produktem
je mimo jiné peroxid vodiku, ktery se také fadi mezi ROS (Ohara et al., 1993) (rovnice
3 a 4). Mezi dalsi funkce XO se fadi katabolismus xenobiotik jako ¢ast detoxifikacniho

procesu (Cooper et al., 2006).

xantin + H,0 + 2 0, - kyselina mo¢ova+20; - +2 H*

Rovnice 3 Tvorba superoxidového anionradikalu xantinoxidasou

xantin + H,0 + 0, — kyselina mocCova + H,0,

Rovnice 4 Tvorba peroxidu vodiku xantinoxidasou
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Obrazek 3 Trojrozmérny model xanthinoxidasy (vytvofeno v programu PyMOL)
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2.2 Obrana proti oxida¢nimu stresu

Jako obrana proti oxida¢nimu stresu slouzi fada enzymovych, ale i neenzymovych
faktorti. Je to tada slouCenin, které nazyvame antioxidanty. Antioxidanty jsou
nizkomolekularni latky, jichz molekuly vychytavaji reaktivni radikaly, pfipadné je
pievadi do mén¢ reaktivnich stavli. Definice dle Halliwella (2007) udava, ze
antioxidanty jsou jakékoliv latky, které zpomaluji, zabraiuji ¢i odstranuji ucinky
oxida¢niho poskozeni jinych molekul (Denisov a Afanas'ev, 2005). Antioxida¢né
aktivni mohou byt latky nékolika zptisoby. Latky mohou inhibovat radikalové oxidaéni
reakce, zhéaset singletové kysliky nebo mohou byt inhibitory prooxidacnich enzymd.
Antioxidanty délime na neenzymové a enzymové ochranné systémy (Obr. 4).
Neenzymové ochranné systémy jsou napiiklad askorbat, glutathion ¢i karotenoidy. Mezi
enzymové ochranné systémy patii superoxiddismutasa (SOD, EC: 1.15.1.1),
glutathionperoxidasa, myeloperoxidasa, katalasa (CAT, EC: 1.11.1.6) a peroxidasy
(Carocho a Ferreira, 2013).

’ Antioxidanty ‘

Neenzymatické

| Vitaminy Flavonoidy
- Katalasa

- Superoxiddismutasa
- Glutathionperoxidasa

- Glutathionreduktasa
- Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

Obrazek 4 Schéma rozdéleni antioxidanti
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2.2.1 Neenzymové faktory obrany proti oxida¢nimu stresu

Neenzymové antioxidanty jsou latky o malé molekulové hmotnosti, které mohou tvofit
fadu naslednych reakcei jako odpoveéd’ na kyslikové radikaly. Mezi neenzymové faktory
patii endogenni latky a také slozky potravy. NejzndméjSimi a nejucinnéjSimi ptirodnimi
antioxidanty jsou tokoferol (vitamin E) a kyselina askorbova (vitamin C). Dalsi latky
s antioxida¢nimi ucinky jsou naptiklad kyselina mocova a nenasycené mastné kyseliny

¢i karotenoidy (Felton a Summers, 1995).
2.2.1.1 Vitamin E

Vitamin E je tvofen skupinou ¢ty tokoferolt a ¢tyi tokotrienolll. Nejvyssi tiéinnost
z této skupiny na biologicky systém ma a-tokoferol. Tokoferoly jsou fenolické derivaty
6-hydroxychromonu s velmi reaktivni hydroxylovou skupinou, ktera je zodpovédna za
dobré antioxida¢ni vlastnosti této latky. Jsou rozpustné v tucich (Ledvina et al., 2009).
Tento vitamin je velmi reaktivni v pfitomnosti HOO- a ROO- radikala, které
deprotonizuji a-tokoferol (rovnice 5 a 6). Tokoferoly brani peroxidaci lipidd
poskytnutim fenolického vodiku peroxylovému radikalu. Tim se z tokoferolu stava
radikal, ktery je ovSem velmi nereaktivni a neschopny dale pokracovat v oxidacni
reakci. Tokoferol se pii vysoké koncentraci mize stat také prooxidantem (Denisov a

Afanas'ev, 2005).

HOO -+a—TocH - HOOH +a —Toc-
Rovnice 5 Reakce tokoferolu s hydroperoxylovym radikalem (Denisov a Afanas'ev,
2005)
ROO -+a—TocH - ROOH +a—Toc-
Rovnice 6 Reakce tokoferolu s peroxylovym radikalem (Denisov a Afanas'ev, 2005)
CHy

HO
HaC HaG CHs

H.C 0

Obrazek 5 Strukturni vzorec a-Tokoferolu
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2.2.1.2 Vitamin C

Vitamin C, neboli kyselina askorbova (Obr. 6), je velmi rozsifeny antioxidant (rovnice
7), ktery je pfijiman z rostlinné potravy. Je to dlezity vitamin pro hmyz a n¢které druhy
zvitat. Kyselina askorbova obsahuje dvé slouceniny s antioxidacnimi ucinky, a to
L-askorbovou kyselinu a L-dehydroaskorbovou kyselinu. Ma velmi aktivni
hydroxylovou skupinu (Carocho a Ferreira, 2013). Vitamin C je efektivni pifi zhaseni
superoxidovych radikalovych aniontd, hydroxylovych radikali, singletovych kyslika ¢i
pii vychytavani peroxidu vodiku. Na druhou stranu mé kyselina askorbova i redukcni
vlastnosti, kdy snadno redukuje zelezité ionty na zeleznaté ve Fentonové reakci, pfi
které vznikaji hydroxylové radikaly a hydroxidové anionty (rovnice 8) (Denisov a
Afanas'ev, 2005).

AH, +R-— AH -+ RH

Rovnice 7 Antioxida¢ni G¢inky kyseliny askorbové (Denisov a Afanas'ev, 2005)
AH, + Fe*®> > AH -+ Fe*?> + H*
Rovnice 8 Prooxidaéni u¢inky kyseliny askorbové (Denisov a Afanas'ev, 2005)
OH
' H

HO OH

Obrazek 6 Strukturni vzorec kyseliny askorbové

O 0
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2.2.1.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupinou pfirodnich pigmenti, které jsou syntetizovany rostlinami a
mikroorganismy. Karotenoidy podobné¢ jako tokoferoly reaguji s ROS a tim se fadi mezi
antioxidanty (Denisov a Afanas'ev, 2005). Jsou znamy nejméné tfi mechanismy,
kterymi mohou karotenoidy reagovat s kyslikovymi radikaly. Patii mezi n¢ radikalova
adice, kdy peroxylovy radikal mtze byt adovan na kterékoliv misto polyenniho fetézce
(rovnice 9). Druhym mechanismem je transfer elektrond za vzniku kationtovych ¢i
aniontovych radikalu karotenti (rovnice 10). Tfetim mechanismem je odebrani vodiku
z karotenoidu (rovnice 11) (Krinsky a Yeum, 2003). Mezi karotenoidy s antioxida¢nimi
ucinky patii napiiklad B-karoten (Obr. 7) ¢i lykopen (Denisov a Afanas'ev, 2005).
Antioxida¢ni vlastnosti této latky jsou dany jeji strukturou. Karoteny jsou hydrokarbony
se specifickou koncovou skupinou. Obsahuji také systém konjugovanych dvojnych
vazeb, ktery diky delokalizaci elektron mtize rychleji absorbovat energii excitovanych
molekul. Déje se tak diky ataku radikald, za soucasného $tépeni molekul karotenoidu a
stabilizaci radikalu (Young a Lowe, 2001). Stabilizace radikalu je podporovana
pritomnosti dal$ich antioxidantt, jako jsou vitamin E a vitamin C, a také antioxida¢nimi

enzymy (Bohm et al., 1997).

CAR+R-—> R —CAR-

Rovnice 9 Mechanismus reakce karotenoidu (CAR) s radikalem (R-) - adice radikalu na
karotenoid (ptfevzato z (Krinsky a Yeum, 2003))

CAR+R-- CAR-*+R-

Rovnice 10 Mechanismus reakce karotenoidu (CAR) s radikalem (R-) — transport elektront
(ptevzato z (Krinsky a Yeum, 2003))

CAR+R-- CAR-+RH

Rovnice 11 Mechanismus reakce karotenoidi (CAR) s radikalem (R-) — odbér vodiku
(pievzato z (Krinsky a Yeum, 2003))

Obrazek 7 Strukturni vzorec -karotenu
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2.2.1.4 Glutathion

Glutathion je endogenni tripeptid s antioxidacnimi ucinky, ktery chrani buiiku pied
volnymi radikaly. Chrani ji vyménou vodikového atomu nebo elektronu s reaktivni
molekulou. Glutathion (Obr. 8) je velmi dulezity pro regeneraci nékterych dalSich
antioxidanti — napiiklad askorbatu (Steenvoorden a van Henegouwen, 1997). V ramci
askorbat-glutathionového cyklu reaguje askorbat S peroxidem vodiku za tvorby
dehydroaskorbatu (DHA). Dehydroaskorbat je nésledné pieveden zpét na askorbat
prijmutim elektront z redukovaného glutathionu (GSH). Tyto reakce jsou popsany nize
(rovnice 12). Redukci peroxidu urychluje enzym askorbatperoxidasa a druha reakce
mize probihat za piitomnosti dehydroaskorbatreduktasy (Barbehenn et al., 2001).
Vznikajici dimer glutathionu (GSSG) je redukovan zpét na glutathion pomoci enzymu

glutathionreduktasy (Carocho a Ferreira, 2013).

askorbat + H,0, - DHA + 2 H,0
DHA + 2 GSH — askorbat + GSSH
Rovnice 12 Reakce askorbat-glutathionového cyklu (Barbehenn et al., 2001)

HS
o

H
HOOC \/\)J\N N..__-COOH
: I
HH 0

Obrazek 8 Strukturni vzorec glutathionu
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2.2.2 Enzymové faktory obrany oxidaé¢niho stresu

Enzymové antioxidanty se déli na dvé skupiny — primarni a sekundérni. Primarni
enzymova obrana je slozena ze tfi dulezitych enzymd, které bud’ brani tvorb¢ radikald,
nebo neutralizuji volné radikély. Jednim z nich je glutathionperoxidasa, ktera poskytuje
dva elektrony k redukci peroxidu. Tim se peroxid nemuze stat substratem pro Fentonovu
reakci (rovnice 13) (Kodrik et al., 2015). DalSimi primarnimi enzymy jsou
superoxiddismutasa a  katalasa. Sekundarni enzymov4a obrana zahrnuje
glutathionreduktasu a glukosa-6-fosfatdehydrogenasu. Pomoci téchto enzymu
nedochézi k ptfimé neutralizaci volnych radikalf, ale maji podpirnou funkci pro ostatni
endogenni antioxidanty. Napfiklad glutathionreduktasa redukuje antioxidant glutathion
z jeho oxidované formy na redukovanou, tim ho recykluje.
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa regeneruje koenzym NADPH (Denisov a Afanas'ev,
2005).

Fe*? + H,0, > Fet®>+ HO -+ OH™
Rovnice 13 Fentonova reakce - rozklad peroxidu vodiku (Kodrik et al., 2015)

2.2.3 Katalasa

Katalasa (CAT, EC: 1.11.1.6) je enzym vyskytujici se v téméf vSech organismech
S aerobnim metabolismem. Tento enzym je slozen ze Ctyf identickych podjednotek a
jeho celkova molekulova hmotnost je 240 kDa (Mates et al., 1999). Katalasa chrani
bunku pied katabolismem tvofenymi molekulami s vysoce reaktivni peroxidickou
vazbou. Zabranuje vytvoreni hydroxylového radikalu tim, Ze rozstépi peroxid vodiku na
vodu a kyslik (rovnice 14) (Denisov a Afanas'ev, 2005). Je znamo vice nez 300 isoforem
katalas, které nalezi do jedné z podskupin (Chelikani et al., 2004). Tyto podskupiny jsou
tii — monofunkéni katalasy (Obr. 9), katalasy-peroxidasy a katalasy obsahujici mangan.
Monofunkéni (diive oznacované jako typické katalasy) a katalasy-peroxidasy (Obr. 10)
obsahuji hemovou skupinu, zatimco mangan obsahujici katalasy (Obr. 11) jsou
oznacovany za nehemové katalasy. Hemov¢ katalasy jsou jedny z mala enzymt, jejiz
prosteticka skupina dokaze katalyzovat stejnou reakci jako holoenzym (Zamocky a
Koller, 1999). Mechanismus rozkladu peroxidu vodiku je spole¢ny pro hemové katalasy
a je rozdélen na dva kroky. Nejdiive molekula peroxidu oxiduje hem na oxyferrylovou

formu a odstranénim oxidacnich ekvivalentli vznika porfyrinovy kationradikal. Druha
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molekula peroxidu je vyuzivana jako redukéni €inidlo pro takto vznikly porfyrinovy
meziprodukt, kdy se soucasné regeneruje enzym a vznika voda a kyslik (Chelikani et
al., 2004).

2H,0, > 2H,0+ 0,
Rovnice 14 Rozklad peroxidu vodiku (Denisov a Afanas'ev, 2005)
Katalasa je kodovana v genomu v€ely na 6. chromosomu, primérni sekvence enzymu
ma 513 aminokyselin. Katalasa je lokalizovana v cytosolu bun¢k. Katalasova aktivita
byla zjisténa i v medu, coz slouzi k udrzeni hladiny peroxidu vodiku v medu pod hranici

toxicity (Corona a Robinson, 2006).
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2.2.3.1 Monofunk¢éni hemové katalasy (typické katalasy)

Vétsina téchto hydroperoxidas jsou homotetramery o velikosti 200-340 kDa, slozené ze
ctyt prostetickych hemovych skupin. Katalasy patfici do této skupiny jsou obsazené
v témeét veskerych aerobné¢ dychajicich organismech, jak prokaryotach tak i
eukaryotach. Dosud ale nebyla nalezena u organismt patficich do domény Archae
(Chelikani et al., 2004). Vétsina rostlin obsahuje dokonce vice isoforem tohoto enzymu.
Monofunkéni CAT maji vysokou katalytickou aktivitu. Tyto enzymy jsou také schopny
katalyzovat dvouelektronovou peroxidaci alifatickych alkoholti. Podjednotky jsou

chranény pted poskozenim navazanym kofaktorem NADPH (Zamocky a Koller, 1999).

ES

\: -',’,," iy
QA (o
RO AL

7

Obrazek 9 Terciarni struktura katalasy A) tetramerni malé podjednotky Hem-obsahujici
katalasy, B) tetramerni velké podjednotky Hem-obsahujici katalasy. V obou piipadech je Hem
znazornén modrou barvou (pievzato z (Chelikani et al., 2004))
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2.2.3.2 Katalasy-peroxidasy

Katalasy patfici do této skupiny se vyskytuji ve vSech tfech doménach — prokaryota,
archea i eukaryota. Molekulova hmotnost téchto vétsinou homodimernich enzymd je
mezi 120-340 kDa. Tyto enzymy jsou sloZeny z vice nez 700 aminokyselin a obsahuji
hemovou skupinu. Degradace peroxidu vodiku tedy probiha dvoukrokovym
mechanismem (Zamocky a Koller, 1999). Katalasy-peroxidasy maji bifunkéni chovani,
kdy v piitomnosti vhodného elektronového darce a pii nizké hladiné peroxidu vodiku

zaCina prevazovat peroxidasova reakce (Chelikani et al., 2004).

Obrazek 10 Terciarni struktura dimerni katalasy-peroxidasy. Hemové skupiny jsou
znazornény modrou barvou (pievzato z (Chelikani et al., 2004))
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2.2.3.3 Katalasa obsahujici mangan

Skupina téchto katalas patii do nehemové skupiny. Tyto enzymy nejsou ptilis rozsifené,
dosud byly objeveny pouze u né¢kolika bakterii. Molekulovd hmotnost objevenych
katalas patiicich do této skupiny se pohybuje mezi 170 a 210 kDa (Zamocky a Koller,
1999). Tyto enzymy maji oligomerni strukturu — homopentamery ¢i homohexamery.
Nékdy jsou tyto enzymy nazyvany pseudokatalasami, protoze neobsahuji hemovou
skupinu. Jsou rozdilné, protoze na rozdil od hemovych katalas nemohou byt inhibovany

kyanidovymi a nitridovymi anionty (Zamocky a Koller, 1999).

Obrazek 11 Terciarni struktura hexamerni dimanganaté katalasy. Manganové skupiny jsou
znazornény Cervené (prevzato z (Chelikani et al., 2004))
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2.2.4 Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa (SOD, EC: 1.15.1.1) je jeden z dulezitych antioxida¢nich enzymd.
Superoxiddismutasy jsou schopny dismutovat superoxid na peroxid vodiku a kyslik
(Denisov a Afanas'ev, 2005). Superoxidovy aniont je produkovan jednoelektronovou
redukci kyslikaté molekuly. Tento aniont iniciuje radikalovou fetézovou reakci (Fujii et
al., 2005). Jeho toxicita spociva v interakci s peroxidem vodiku za tvorby vysoce
reaktivniho hydroxylového radikalu OH- (rovnice 15). Tyto radikaly mohou poskozovat
DNA, lipidy ¢i proteiny (Tsang et al., 1991). Mechanismus dismutace superoxidu je
popsan uvedenymi poloreakcemi (rovnice 16) (Skalicka et al., 2012).

H,0,+ 0, - OH™ + 0, + OH -
Rovnice 15 Reakce superoxidového aniontu s peroxidem vodiku (Tsang et al., 1991)

M®+D+_sop
0, —— > M"™" —-S0D + 0,

M™t—-s0D
05 + 2Ht ——— M®*D+ _ 50D + H,0,

Rovnice 16 Mechanismus dismutace superoxidového aniontu na peroxid vodiku, kdy bud’
M = Cutak n =1 nebo M = Mn kdy n = 2 (Skalicka et al., 2012)

Vznikly peroxid vodiku je poté rozkladan pomoci enzymu katalasy. Jsou znamy ¢tyti
isoformy SOD, kter¢ jsou rozliSovany podle toho, jaky kovovy kofaktor obsahuji. Obsah
se 1i8i v cytosolové a mitochondridlni SOD. Zatimco cytosolova SOD obsahuje méd’ a

zinek, v mitochondrialni SOD se nachazi mangan. (Tsang et al., 1991).

2.2.4.1 CuZn-SOD neboli SOD1

Tato isoforma obsahuje méd’ nebo zinek jako svij kovovy kofaktor. Ma molekularni
hmotnost pfiblizné 32 kDa a vyskytuje se jako homodimer. Kromé cytoplasmy se

vyskytuje také v jadru bunék a v lysozomech (Zelko et al., 2002).

2.2.4.2 MnSOD neboli SOD2

Manganova isoforma se vyskytuje v prokaryotech, ale také v mitochondriich eukaryot.
Tento enzym existuje jako homotetramer s molekularni hmotnosti jednotlivych
podjednotek rovnajici se 23 kDa (Zelko et al., 2002).
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2.2.4.3 EC-SOD neboli SOD3

EC isoforma je extracelularni a ma podobnou strukturu jako CuZn-SOD. Také obsahuje
méd’ a zinek jako kofaktory. Tento enzym existuje jako homotetramer s molekularni

hmotnosti 135 kDa, a navic ma vysokou afinitu k heparinu (Zelko et al., 2002).
2.2.4.4 FeSOD

Zeleznata isoforma byla objevena u cyanobakterii a jinych prokaryot, jako i v plastidech
nékterych rostlin (Wolfe-Simon et al., 2006).

2.2.5 Askorbatperoxidasa

Askorbatperoxidasa (APX, EC: 1.11.1.11) je antioxidacni enzym, ktery je u hmyzu
pouzivan pro udrzovani hladiny peroxidu vodiku. Tento enzym patii do rodiny
peroxidas, které obsahuji hem. M4 vice isoforem, které se déli podle toho, kde v buiice
se nachazi. Tyto isoformy jsou popisovany pievazné u rostlin (Anjum et al., 2016). APX
redukuje peroxid vodiku a vznikajici dehydroaskorbat je poté preménén zpét na askorbat
diky ptisobeni dehydroaskorbatreduktasy. Pro tuto transformaci slouzi glutathion (GSH)
jako donor elektrond a vznika dimer glutathionu GSSG (rovnice 12) (Carocho a
Ferreira, 2013). Askorbat sam dokaze odstranovat peroxid vodiku neenzymatickou
cestou, ale enzymatické déje jsou efektivnéjsi. Zde askorbat slouzi jako donor elektront,
a to nejen u hmyzu ale také u savcli a rostlin. Kvili absenci selen-dependentni
glutathionperoxidasy a nizké efektivité katalasy pti odstranovani malo koncentrovaného

peroxidu vodiku, je tento enzym pro hmyz velmi dulezity (Mathews et al., 1997).

APX aktivita byla ve studii od autori Mathews et al., z roku 1997 detekovéana v
homogenatech t¢€l cernopasky bavinikové (Helicoverpa zea). Tento enzym nema APX
aktivitu pouze vici peroxidu vodiku, ale také na dva modely lipofilnich peroxidd, a to
kumenhydroperoxid a t-butyl hydroperoxid. To naznacuje, ze askorbatperoxidasa by
aktivita askorbatperoxidasy v travicim traktu, kde je odstraiovan peroxid vodiku

pfijimany do t€la spolecné s potravou (Mathews et al., 1997).
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2.3 Signalni drahy u véel nebo ¢melaki, které reaktivni kyslikové

radikaly spousti nebo je ovliviiuji

ROS hraji velké mnozstvi signalnich roli v organismech od bakterii az po savce. ROS
byly diive povazovany pouze za toxické vedlejsi produkty reakci, ale nyni jsou
uznavany jako signalni molekuly v komplexni signalni siti. Velkd vyhoda vyuziti ROS
jako signalnich molekul spociva v tom, ze existuje mnoho typt kyslikovych radikala
S riznymi vlastnostmi (Mittler et al., 2011). U hmyzu neni tato jejich role tak dobie

prozkoumana jako je jejich uloha pfi eliminaci patogent.
2.3.1 NF-xB transkrip¢ni faktory

NF-kB (nuclear factor-kB) proteiny jsou jednou rodinou transkripénich faktort, které
maji klicovou roli v imunitnim systému. NF-kB hraji dulezitou roli i v dal$ich
procesech, jako je rast, proliferace a pteziti buiky. Tyto transkripcéni faktory jsou
aktivovany fosforylacné-indukovanou proteosomalni degradaci inhibitoru IkB, ktery
zachovava neaktivni dimery NF-kB v cytosolu nestimulovanych bunék. Aktivita
typickych IkB inhibitort je kontrolovana fosforylaci pomoci IkB kinas (Reynaert et al.,
2006). Reaktivni formy kysliku interaguji s témito transkripénimi faktory hned nékolika
zpusoby, které jsou Casto protichtidné. NF-kB regulacni geny jsou dulezitou soucasti
regulace mnozstvi ROS v buiice, ale na druhou stranu maji ROS inhibic¢ni ¢i stimulacni
funkci v NF-«xB signalizaci. Jednou z cest, kdy NF-kB aktivita ovliviiuje hladinu ROS
v bunce je, kdyz zvySuje expresi antioxidacnich proteini (Morgan a Liu, 2011).
VétSinou exprese gend NF-kB podporuje preziti bunék, ale vyskytuji se i ptipady, kdy
dochazi k bunééné smrti (Perkins a Gilmore, 2006).

2.3.2 Antimikrobialni peptidy (AmP)

ROS ovliviiyji 1 drahy pro expresi antimikrobialnich peptidl, a to pfes jiZ zminény
NF- kB transkripéni faktor v IMD draze (Brutscher et al., 2015). Antimikrobialni
peptidy jsou jednou z obrannych slozek organismt vii¢i patogeniim. Jejich zvySena
exprese je stimulovana infekci. Po nakazeni vcel bakterie pronikaji do hemocoelu a
stimuluji syntézu a vyplaveni AmP do hemolymfy. Tyto drahy jsou aktivovany

napiiklad lipopolysacharidy, peptidoglykany a B-1,3-glukany z bunécné stény bakterii

29



(Randolt et al.,, 2008). Hmyzi antimikrobialni peptidy se skladaji z méné nez
50 aminokyselin. U infekénich jedinci vcely medonosné (A. mellifera) byly
V hemolymf¢ nalezeny AmP abaecin, apidaecin, hymenoptaecin a defensin. V mateii
kaSi¢ce byly nalezeny royalisin a jelleiny, a ve vcCelim jedu byl detekovan

antimikrobialni peptid mellitin (Danihlik et al., 2015).
2.4 Nepriznivé vlivy reaktivnich kyslikovych radikali

Rada studii prokézala, Ze kyslikové radikaly maji potencial k indukci poskozeni riiznych
bunéénych komponent a mohou znehodnotit fadu biologicky dilezitych molekul, jako
jsou lipidy, proteiny ¢i DNA (Miwa et al., 2008). Tvorba ROS je jednim z dilezitych
patogennich mechanisml nékterych nemoci. Oxida¢ni modifikace hraji roli u rozvoje
nemoci jako je aterosklerdza, artritida, diabetes mellitus, ale také u patologickych jevu
jako je starnuti, menopauza atd (Tan et al.,, 2018). Mezi modifikace zpisobené
kyslikovymi radikaly patii lipidova peroxidace, karbonylace proteinti a poskozeni DNA.
Ne&které proteinové modifikace indukované ROS mohou vést k rozpleteni ¢i Gprave
proteinové struktury, coz muze vést K poSkozeni funkce molekuly nebo i celé bunky

(Baltacioglu et al., 2008).
2.4.1 Lipidicka peroxidace

Lipidicka peroxidace je fetézova reakce, ve které radikaly s uhlikovym centralnim
atomem, umistnénym na mastné kyselin€, reaguji s molekuldrnim kyslikem. Touto
reakci vznika peroxylovy radikal ROO- (Miwa et al., 2008). Lipidicka peroxidace se
muze rozvijet jak enzymatickou, tak i neenzymatickou cestou. Enzymaticka peroxidace
je katalyzovana enzymy jako je lipoxygenasa Ci cyklooxygenasa. Neenzymaticka
peroxidace je iniciovana hydroxylovymi a superoxidovymi radikaly, fagocyty a
xenobiotiky (Denisov a Afanas'ev, 2005). Lipidicka peroxidace membran ma okamzity
ucinek, kdy snizuje fluiditu membrany, a naopak zvySuje propustnost téchto membran
pro ionty. lontovy gradient hraje velkou roli v mnoha fyziologickych procesech, jako je
napiiklad energeticky metabolismus ve vnitini membrané mitochondrii. Vysoky stupen
lipidické peroxidace miize vést az ke ztraté vlastnosti a funkce membrany, 1yzi bunck,

mnozstvi vitaminu E (a-totokoferolu), ktery slouzi jako antioxidant (Miwa et al., 2008).
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2.4.2 Karbonylace proteinu

Karbonylace proteinti je nevratné oxidacni poskozeni, které velmi ¢asto vede ke ztraté
funkénosti daného proteinu. Karbonylace je nejcastéji pouzivany biomarker pro
oxidacné poskozené proteiny a zrcadli bunééné poskozeni indukované pomoci ROS.
reagovat pfimo s proteiny nebo mohou reagovat s molekulami jako jsou sacharidy nebo
lipidy, které poté reaguji s proteiny. Produktem této reakce jsou derivaty — aldehydy
nebo ketony (Baltacioglu et al., 2008). Jednim z dalSich zptisobt je napiiklad oxidace
specifickych vedlejsich fetézc aminokyselin, jako je histidin, prolin ¢i lysin, a pfidani
oxidovanych lipidii obsahujicich karbonylovou skupinu — naptiklad malondialdehydu
(Miwa et al., 2008). Rada neurodegenerativnich nemoci je spojovana s karbonylaci
proteind a jejich hromadénim Vv tkanich. Mezi nemoci spadajici do této skupiny patii

mimo jiné¢ Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba (Baltacioglu et al., 2008).
2.5 V<{eli patogeny a paraziti a jejich vliv na zdravi vcel a vCelstev

Voln¢ zijici i chované vcely jsou pod natlakem moderniho svéta. Jsou ovliviiovany
mnoha stresory, naptiklad ptisobeni pesticidii nebo stresu z nedostatku potravy. Tyto
stresory mohou poskodit imunitni odpovéd’, ¢imz se opylovatelé stavaji nachylné&;jsi viici
parazitim a patogenim (Goulson et al., 2015). Véeli parazité a patogeny byly rozsiteny
po celém svété lidskym zapticinénim v disledku st€hovani veelstev. Rozsifeni téchto
onemocnéni véel zplisobuje vyznamny pokles poétu vcelstev (Goulson et al., 2015).
Opylovatelé jsou diileziti pro ekosystém a pro produkci plodin. Nékteré patogeny jsou
hostitelsky specifické pro vcely (bakterie Paenibacillus larvae), zatimco nékteré maji
Siroké spektrum hostiteli a napadaji nejenom vcely, ale i ¢meldky. Mezi patogeny
s Sirokym spektrem hostiteli patii naptiklad virus deformovanych ktidel (DWV).
Rozvoj zemédélstvi a stim i Castéjsi pouzivani pesticidi vystavuje opylovatele
agrochemikaliim. Agrochemikéalie mohou naruSit detoxifikaéni systém. Dal$im
problémem jsou zmény klimatu, které mohou v budoucnu pomoci k rozvoji téchto

nemoci (Goulson et al., 2015).
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2.5.1 Parazitarni onemocnéni

2.5.1.1 Varrooza vcel

Varrooza je parazitarni onemocnéni vceliho plodu i dospélych véel. Pivodcem tohoto
onemocnéni je rozto¢ klestik vceli (Varroa destructor). Jedinymi hostiteli tohoto
roztoce jsou v¢ela medonosna (Apis mellifera) a véela vychodni (Apis cerana). Parazit
V. destructor se zivi hemolymfou vcel a véeliho plodu, berou ziviny dospélym véelam
a mohou ptenaset n¢které nakazlivé nemoci véel (Vesely, 2007). Klinické ptiznaky se
objevuji az 2-3 roky po napadeni parazitem. Mezi charakteristické piiznaky patii
nedokonale vyvinutd kiidla, zadecek a zakrn€lé nohy. Tyto ptiznaky jsou pozorovany u
mladych vcel a jsou typickym projevem sekundéarni infekce virem deformovanych

kiidel (DWV) (Ryabov et al., 2016).
2.5.1.2 Roztoc¢ikova nakaza vcel

Akarapidoza je parazitarni onemocnéni dospélych véel. Zptsobuje ho roztocik vceli
(Acarapis woodi). Akarapidoza nebyla v ¢eskych zemich diagnostikovana vice nez
30 let. Ptiznaky onemocnéni jsou viditelné az po 3-4 letech od proniknuti rozto¢ikt do
vcelstva (Vesely, 2007).

2.5.2 Bakteriozy vcel

2.5.2.1 Mor vceliho plodu

Puvodcem této bakterialni nakazy je bakterie Paenibacillus larvae, coz je
gram-pozitivni bakterie tvofici velmi odolné spory. Tato bakterie napada mladé larvy
véel. U dospélych véel nepropuka tato nakaza, protoze maji vyvinutou peritrofickou
membranu v zazivacim traktu a vét$Si mnozstvi enzymu fenoloxidasy nezli maji larvy.
Meziprodukty reakce fenoloxidasy maji antimikrobialni ucinky. V hemolymf¢
dospélych vcel je také véEétsi mnozstvi antimikrobidlnich peptidl, naptiklad
hymenoptaecinu. Larvy pfijimaji spory spolu s potravou (Ebeling et al., 2016). Spory v
zazivacim traktu klici a tvofi mnozici se bakterie, které produkuji toxické latky a
proteolytické enzymy. Sté€ny stfev jsou naruSeny, buiiky se pohybuji skrz mezibunéény
prostor a dostavaji se az do hemocelu. Nasledné larvy umiraji (Vesely, 2007). Dospélé
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vcely slouzi pouze jako ptfenasSeci spor, a to jak v ramci jednoho vcelstva, tak 1 mezi
ostatnimi vcelstvy. Klinicky nemocné vcelstva jsou utracena a spalena spolu s tly a
plasty, aby se zabranilo $ifeni nemoci (Ebeling et al., 2016). Spory dokazi pieckat i
nékolik let v klidovém stadiu (Shimanuki et al., 1994).

2.5.2.2 Hniloba véeliho plodu

Hniloba vceliho plodu je bakteridlni onemocnéni, které napada nezavickované larvy. Je
celosvétove rozsitena. Toto onemocnéni zpisobuje bakterie Melissococcus pluton, ktera
se fadi mezi gram-pozitivni bakterie (Erban et al., 2017). Mohou se vyskytovat
jednotlivé nebo v fetizcich. Roste v nepfitomnosti kysliku. Bakterie jsou pfijimany
spolu s potravou, dostanou se do zaludku, tam se mnozi a vyplni cely Zzaludek.
Infikované larvy hynou jesté¢ pred zavickovanim. U nakaZenych larev se ztraci
Clankovéni, jejich téla méknou a méni se na tmavohnédou kaSovitou hmotu
(tzv. ptiskvar). Bakterie M. pluton zistavaji v ptiskvaru nejméné tii roky zivotaschopné

(Vesely, 2007).
2.5.3 Virézy véel

Viry jsou nebunécné organismy sloZzen¢ z bilkovin a nukleovych kyselin. Jejich velikost
se pohybuje mezi 20-300 nm (Payne, 2017). Viry se rozmnozuji v bunikach urcitych
tkani, ty se rozpadaji a zapfic¢ini smrt infikovaného jedince (Payne, 2017). Dosud bylo
identifikovano vice nez 20 virovych nakaz napadajicich v¢ely v rizném obdobi Zivota.
Mezi nejcastéjSi choroby patii virus akutni paralyzy vcel (ABPV), virus chronické
paralyzy véel (CBPV), virus ¢ernani matecnikli (BQCV), virus deformovanych kiidel
(DWYV) a Kasmirsky virus (KBV). Viry napadaji jedince z riznych kast. Pokud jsou
kolonie stresovany, mnozstvi viru stoupa a snizuje se mnozstvi prezivsich véel (Zheng

etal., 2015).

NejcastejSim faktorem, kdy stoupa mnozZstvi stresu a tim i viru ve velstvech (v USA
a Evrop¢€), je napadeni klestikem vcelim (Varroa destructor) (Zheng et al., 2015).
Klestik vceli je pfimym nositelem mnoha vir6z, ptedevsim je ale spojovan s virem
DWYV. Mnozstvi virioni DWV ve véelach je piimo umérné poctu klestikli ve vcelstvu.
Typickymi priznaky tohoto onemocnéni jsou zmackana a scvrkla kiidla (Francis et al.,

2013). Pokud rozto¢i parazituji na vyvijejicich se kuklach, dojde k vylihnuti vcel o malé
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hmotnosti. V¢elstva mizeme d¢€lit na varroasenzitivni a varroatolerantni, které mohou

dlouhodobé¢ ptezivat bez nutnosti 1é¢by (Locke a Fries, 2011).

Virus ¢ernani matecniki je druhou nejrozsifenéjsi virdzou. Je spojen s nosematdzou.
Vede k vyhubeni kolonie tim, Ze brani vyvoji a vyvinu nové véeli matky. Dochazi ke

zloutnuti a ztvrdnuti larev (Zheng et al., 2015).

Virus pytlickového plodu je tfetim nejcastéjSim virovym onemocnénim vcel.
Vyskytuje se vSude tam, kde se vyskytuje vCela medonosna. Projevuje se u larev
V jarnich mésicich, kdy dojde k ¢aste¢nému rozpadu larvy. Na rozvoji se podili pyl a

nektar (Tentcheva et al., 2004).

2.5.4 Houbova onemocnéni

2.5.4.1 Zvapenaténi vcéeliho plodu

Zvapenaténi véeliho plodu je zptisobeno houbou Ascosphaera apis, coz je rozsifena
parazitickd houba vcelich larev. Napadeni touto houbou vede k velkym ztratam
vcelstev. Onemocnéni se projevuje pifevazné na jate, kdy jsou optimalni podminky pro
rust téchto hub. Larva se nakazi vytrusy nebo myceliem, které jsou vétSinou v potrave,
nékdy ale mize infekce proniknout také pokozkou (Aronstein a Murray, 2010). Vytrusy
v zaludku a v zadni casti stieva vyklici a vyrostou do dlouhych vldken. Mycelium
pronika sténou stiev, vyplni télni dutinu a proroste skrz povrch larvy. Nejcitlivéjsi jsou
larvy staré 3-6 dni (Aronstein a Murray, 2010). Onemocnéni probiha rychle a
infikované larvy hynou béhem 2 dnl od zavickovani. Vicka infikovanych bunék jsou
skvrnitd a mirné€ propadld. Nemocny zavickovany plod se méni v naZloutlou kaSovitou
hmotu. Pozd¢ji se tvoii bélavé hyfy. Spory této houby jsou odolné, infekéni zdstavaji

po dobu 15 let. Vydrzi zejména v medu, vosku a pylu (Vesely, 2007).
2.5.4.2 Nosematoza

Nosematoza je zpusobena hmyzomorkou vceli (Nosema apis) nebo hmyzomorkou
vychodni (Nosema ceranae), ktera ma puvod v Asii. Hmyzomorka v¢eli je houba,
intracelularni parazit dospélych vcel, kterd parazituje v gastrointestindlnim traktu

dospélych vcel. Vyskytuje se prevazné v jarnich mésicich. Houba tvoii spory obsahujici
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polové vlakno, které je nasledné vystieleno. Houba se v buitkach rozmnozuje a napadne
i blizké epitelidlni buniky. Po 1-2 tydnech spory dozraji, zaludecni bunky prasknou a
spory se dostanou do vykall vCely. Napadené vcely nejsou schopny travit pyl, erpaji
té€lesné zasoby a po uréité dob¢ hynou. V piipad¢ silné nakazy vcely nekaleji venku jako
obvykle, ale kaleji uvnitt alu, ¢imz dochazi k Sifeni nakazy (Fries, 2010). Tii az Sest dni
po napadeni hmyzomorkou dochézi k poklesu exprese ¢tyf antimikrobidlnich peptidi —
apidaecinu, abaecinu, defensinu a hymenoptaecinu — a tim i k oslabeni funkce

imunitniho systému véel (Chaimanee et al., 2012).
2.5.5 Vliv prostredi

Organismy jsou vystavovany pusobeni chemikalii a xenobiotik. Mezi xenobiotika patti
naptiklad 1é¢iva, pesticidy a hnojiva. Tyto latky se u savci vstiebavaji kuzi, travicim
traktem a plicemi. Béhem toho, co véely sbiraji pyl, vodu a dalsi latky potfebné pro
zivot v ulu, pfijdou do styku s toxickymi latkami, které se do jejich téla dostavaji
pfevazné travicim traktem. Pyl obsahuje mimo jiné i fenolické latky, které mohou byt

nejenom toxické, ale i biologicky aktivni (Goulson et al., 2015).

Jednim z typu pesticidi jsou organofosfaty, které ovliviuji fagocytézu. Fagocytdza
byvé doprovazena produkci melaninu, to vede k tvorbé ROS. Kyslikové radikaly mohou
eliminovat patogeny (James a Xu, 2012).Neonikotinoidy jsou jednou ze t¥id insekticidu.
Jde o neurotoxiny, které plisobi na nervovy systém a nasledné zplsobi paralyzu a smrt
(Goulson et al., 2015). Neonikotinoidy jsou pouzivany k ochrané rostlin pfed msicemi

a jinym hmyzem.

2.6 Metody stanoveni celkovych kyslikatych radikali a metody
méieni lipidické peroxidace

je schopen dismutovat superoxidy, ¢ehozZ je vyuzivano pro stanoveni aktivity tohoto
enzymu (Matouskova et al., 2014). Metody stanoveni aktivity SOD jsou zalozeny na
jeho schopnosti inhibovat reakci superoxidl s riznymi €inidly. Tim se fadi mezi
nepiimé metody. Jednoduchd metoda pro stanoveni aktivity superoxiddismutasy je
popsana Vv protokolu dle Marklunda a Marklundové (1974). Tato metoda je zaloZena na

schopnosti enzymu inhibovat autooxidaci pyrogallolu. Vzorek obsahujici SOD,
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reagujici s 10 pl pyrrogallolu rozpusténém v HCI, jiz po nékolika minutach méni své
zbarveni z bezbarvého na zluty roztok. Spektrofotometricky je pfi vinové délce 420 nm

méfen nartst absorbance béhem 5 minut (Marklund a Marklund, 1974).

Katalasa je nemén¢ diilezity antioxidacni enzym, ktery zajistuje rozklad peroxidu
vodiku na vodu a kyslik (Mates et al., 1999). Aktivita katalasy je méfena pomoci
spektrofotometrické metody podle Aebi (1984). U tohoto stanoveni je pozorovan pokles
absorbance pii rozkladu peroxidu vodiku, méfené pii 240 nm. Peroxid vodiku je
rozkladan enzymem obsazenym v homogenatu vcel a tim klesa absorbance (Aebi,
1984). Zména absorbance je poté pouzita ve vypoctu specifické aktivity, ke které je
potieba znat celkovy obsah proteinti v homogenatu télnich ¢asti vcel. Mnozstvi proteinii
je mé&feno podle protokolu Bradforda (1976), upraveného linearizaci podle Ernsta
(2010). Pii této linearizaci se absorbance méii pii dvou vinovych délkach, a to pfi
590 nm a 450 nm (Bradford, 1976, Ernst a Zor, 2010) . Zmé&ifené absorbance jsou poté
dany do poméru a pomoci kalibra¢ni kiivky je dopocitano mnozstvi proteinti v télnich

¢astech vcel.

Lipidicka peroxidace je dé€j, kdy jsou pomoci ROS napadany polynenasycené mastné
kyseliny, které jsou soucasti bunéénych membran (Heath a Packer, 1968). Jednou
Zz metod stanoveni lipidické peroxidace je metoda TBARS. Je to postup zaloZeny na
stanoveni sekundarnich koncovych produktd, v tomto pfipadé pro méfeni mnoZzstvi
malondialdehydu (MDA). Tato latka vznikd v organismu b&hem autooxidace c¢i
enzymové degradace mastnych kyselin (Hodges et al., 1999). Stanoveni MDA je
zalozeno na reakci malondialdehydu s dvémi molekulami kyseliny thiobarbiturové
pomoci kysele katalyzované nukleofilni adice. Pii této reakci vznika rGzové zbarveni
S absorpnim maximem pii vinové délce 532 nm. Nasledné je spektrofotometricky
meéfena absorbance zbarveného roztoku (Djovkar a Kappus, 1985). Tato metoda je asto
kritizovana za nedostateCnou specificnost. Mnozstvi MDA mitize byt nadhodnoceno
vlivem interferujicich latek, jako jsou naptiklad sacharidy ¢i  flavonoidy

(napt. anthokyany) (Hodges et al., 1999).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

V ramci experimentalni ¢asti bylo pracovano se vzorky vcely medonosné (Apis
mellifera). Véely byly odebrany ze tii experimentalnich vcelstev ze stanovisté na
Kyvalce. Odebrany byly v pritbé¢hu roku 2016, v mésicich ¢erven, Cervenec, srpen a zafi.
Vzorky byly zamrazeny a uchovavany pii -80 °C. Tyto v¢ely slouzily ke sledovani

vyvoje riznych biochemickych parametrti béhem roku.

Pro porovnani bylo pracovano se skupinou imunizovanych véel. Tyto experimentalni
vcely byly ve stari 10 dni odebrany z pokusnych véelstev na stanovisti na Kyvalce. Tyto
desetidenni véely Zily od vylihnuti aZz po jejich odbér ve véelstvech za béznych
podminek, kde vykonavaly své funkce. Nasledné byly znacené desetidenni vcely
pievezeny do laboratote, kde byly rozdéleny do pokusnych skupin: 1) skupina pouze
narkotizovand pomoci COz; 2) skupina narkotizovana CO> a stimulovana vpichem 5 pl
sterilniho 0,1M PBS (pH 7); 3) skupina narkotizovana CO> a stimulovana vpichem 5 pl
0,1M PBS (pH 7) obsahujicim 1x10° smési bakterii Paenibacillus larvae a Escherichia
coli. Jednotlivé pokusné skupiny vcel byly po dobu 24 hodin drzeny v inkubatoru pfi
teploté 35 °C. Nasledné byly véely usmrceny mrazem a ulozeny v mrazéku nastaveném

na -80 °C.

3.1.2 Chemikalie

1,1,3,3-tetraethoxypropan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Butyl-hydroxytoluen (Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomasie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, USA)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina fosfore¢na 85% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina trichloroctova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina thiobarbiturova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Metanol (Lach-Ner, Ceska republika)
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Peroxid vodiku 30% (Penta, Ceska republika)

Pyrogallol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Superoxiddismutasa z hovézich erythrocyti (Serva, Némecko)
Tris (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Denver instrument, USA)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni predvazky (Radwag, CR)

Digitalni pH metr InoLab pH level 1 (InoLab, Némecko)
Elektromagneticka michacka MS-3000 (Biosan, Litva)
Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)
Kulovy mlynek FastPrep FP120 (Thermo Savant, USA)
Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
Termoblok CH-100 (Biosan, Litva)

Termostatovana tiepacka PST-100HL (Biosan, Litva)
Vortex V1-Plus (Biosan, Litva)

3.2 Metody

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinii

Koncentrace proteinli ve vzorcich byla stanovovana metodou dle Bradforda (1976).
Stanoveni je zaloZeno na vazbé barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na protein. Do
jamek na mikrodesti¢ce bylo naneseno 5 ul standardu (hovézi sérovy albumin, BSA;
¢ = 50-500 pg-ml?), resp. vzorku proteinu (jednotlivé télni &asti véel dvacetkrat
nafedéné 0,1M K-Pi pufrem, (pH 7)), 45 ul deionizované vody a 200 ul pracovniho
roztoku Bradfordova ¢inidla. Pracovni roztok tohoto ¢inidla byl pfipraven nafedénim
zasobniho roztoku Bradfordova cinidla. Pfiprava zasobniho roztoku spociva v
rozpusténi 50 mg Coomasie Brilliant Blue G250 v 25 ml methanolu a 50 ml 85%
kyseliny fosforecné. Vse bylo doplnéno deionizovanou vodou na objem 100 ml.
Pracovni roztok byl vzdy pfipraven Cerstvy pfed vlastnim métenim, kdy byl zasobni
roztok nafedén deionizovanou vodou Vv poméru1:4. Po napipetovani reak¢nich

komponent do jamek bylo mikrodesti¢kou protfepano. Po 5 minutach vyvijeni zbarveni
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bylo provedeno samotné méfeni. Spektrofotometrické méfeni prob&hlo pii vinovych

délkach 450 nm a 590 nm (Ernst a Zor, 2010).
3.2.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity katalasy

Pro méfeni aktivity enzymu katalasy (CAT) byly vyuzity jednotlivé télni ¢asti (hlava,
hrud’, zadecek) vcel, pochdzejicich ze vcelstev 23, 24 a 131. Tyto vcely byly odebrany
v obdobi Cervna az zafi. U imunizované skupiny vzorkti bylo pracovano pouze se
zadecky vcel. Vzorky hlav byly pouzity koncentrované, hrudni Casti byly pro méteni
2% ziedény 0,1M K-Pi pufrem a zadecky byly nafedény 5%. Z naméfenych hodnot a
z koncentrace proteintt zméfenych metodou dle Bradforda (1976) byla stanovena
specificka aktivita CAT.

3.2.2.1 Priprava vzorku véel pro méieni aktivity katalasy

Vzorky v¢el byly uchovavany v mrazéku pti -80 °C. Po odd¢leni hlavy byl z télni ¢asti
odstranén travici trakt a nasledné bylo télo rozdéleno na hrud’ a zadecek a jednotlivé
Casti byly vloZzeny do mikrozkumavek. Ke kazdé c¢asti bylo piidano cca 10 ks
homogenizac¢nich sklenénych kuli¢ek a 100 pl 0,1M K-Pi pufru, (pH 7). Vzorky byly
homogenizovany v kulovém mlynku a pot¢é bylo pfidano  dalSich
100 pl 0,AM K-Pi pufru (pH 7) a obsah mikrozkumavek byl opét homogenizovan.
Nasledovala centrifugace pii 12000 xg, pti teploté 5 °C po dobu 10 minut. Vzorky byly

drzeny na ledové lazni, popiipadé byly skladovany v mrazéku pti -30 °C.

3.2.2.2 Méfeni aktivity katalasy

Mgfeni bylo provedeno dle protokolu podle Aebi (1984) s optimalizovanymi parametry.
Pro zjisténi aktivity CAT byl spektrofotometricky méfen pokles absorbance pii vinové

délce 240 nm, ktery odpovidé poklesu koncentrace peroxidu vodiku.

Do jamek mikrodesticky kompatibilni s métenim v UV oblasti bylo napipetovano
10 pl fedéného vzorku a 220 ul 0,AM K-Pi pufru (pH 7). Na readru Synergy H1 byl
meéfen pokles absorbance 150 MM peroxidu vodiku béhem jedné minuty. Peroxid
vodiku byl do mikrodesticky pfidavan pristrojem, objem ptidavaného peroxidu byl

20 pl. Kazdy vzorek byl méten v triplikatech po dobu 60 sekund pfi teploté 30 °C. Po
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zméteni pocatecni a konecné absorbance byla prométena optickd dréha kazdé z jamek.

Poté byla spocitana aktivita vztazena na jednotku casu.

Pted kazdou sérii méteni byl nové nafedén 150 mM peroxid vodiku. Kvili nestabilité
této latky byla pfed kazdym fedénim stanovena koncentrace 30% peroxidu vodiku. Pro
toto stanoveni byl peroxid 500% zfedén a poté byla pomoci spektrofotometru zmétena
absorbance roztoku pii vinové délce 240 nm. Zmétena absorbance, délena extink¢nim
koeficientem (43,6 M™lcm™) a vynisobena 500x, udava koncentraci 30% peroxidu

vodiku.

Zmeéna absorbance byla métena po dobu 60 sekund, namisto 120 sekund. Po zméfeni
kinetiky, byla také zméfena absorbance ptfi 900 a 977 nm. Rozdil téchto absorbanci

udaval délku optické drahy potiebnou pro nasledny vypocet (viz. ptiloha I).

3.2.3 Spektrofotometrické stanoveni aktivity superoxiddismutasy

Pro méfeni aktivity enzymu superoxiddismutasy (SOD) byly vyuzity hrudniky a
zadeCky imunizovanych vcel. Hlavy v€el nebyly pouZity, jelikoZ v nich nebyla
detekovana aktivita SOD. Homogenaty z hrudi a zadecki byly pro méteni aktivity SOD
50x ziedény Tris-EDTA pufrem (pH 8,2; ¢ = 23,5 mmol-1* Tris; ¢ = 3,8 mmol-1*
EDTA). Z namé&fenych hodnot a z koncentrace proteinit zméfenych metodou dle
Bradforda (1976) byla stanovena specifickd aktivita udavana v jednotkach. Jednotka
aktivity superoxiddismutasy je definovdna jako mnozstvi enzymu katalyzujici 50%
inhibici rychlosti oxidace pyrogallolu. Specificka aktivita SOD je poté vztazena na
mnozstvi proteint ve vzorku (Vviz. ptiloha Il). Aktivita enzymu je poté udavana jako

jednotka na miligram celkovych proteind [U-mg™].

3.2.3.1 Priprava vzorki pro stanoveni aktivity superoxiddismutasy

Vzorky véel byly rozdéleny na hlavu, hrud’ a zadecek, pticemz z télni €asti byl nejdiive
vyjmut travici trakt. Jednotlivé hrudniky a zadecky byly vloZeny do mikrozkumavek.
Kazda cast byla homogenizovana v 200 ul vychlazeného Tris-EDTA pufru (pH 8,2).
Vzorky byly homogenizovany v kulovém mlynku a poté nasledovala centrifugace pii
16000 xg, pti teploté 4 °C a po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant odebran

a patfi¢né nafedén. Vzorky byly po celou dobu uchovavéany na ledové 14zni.
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3.2.3.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity superoxiddismutasy

Principem spektrofotometrického stanoveni aktivity SOD dle Marklunda a
Marklundové (1974) je nartst absorbance roztoku pii méfeni za vinové délky 420 nm.
Je sledovana zména absorbance béhem 5 minut pfi 25 °C. Narust absorbance odpovida

autooxidaci pfidavaného kyselého roztoku pyrogallolu.

Vlastnimu méfeni piedchazela optimalizace metody s vyuzitim enzymu
superoxiddismutasy z hovézich erythrocyta (EC 1.15.1.1). Enzym byl nafedén na
koncentrace 0,1-1000 ul-ml™. Méfeni probihalo v 96 jamkovych desti¢kach a kazdy
standard (¢i vzorek) byl méfen v triplikatech. Do kontrolnich jamek bylo pipetovano
240 ul  Tris-EDTA pufru (pH8,2) a pfimo pfistrojem bylo piidavano
20 pl 2 mM pyrogallolu v10 MM HCI. Do dalsich jamek bylo pipetovano 20 pl
standardu (¢i extraktu jednotlivych télnich ¢asti veel), 220 pl Tris-EDTA pufru (pH 8,2)
a opét 20 ul roztoku pyrogallolu. Roztok pyrogallolu byl vzdy pied samotnym métenim

nové pfipraven.

3.2.4 Stanoveni lipidické peroxidace

Stanoveni lipidické peroxidace je zalozeno na stanoveni koncentrace malondialdehydu
ve vzorcich vcel. Byla vyuZzita metoda TBARS, ktera vyuZziva kyseliny thiobarbiturové
(TBA). Pro méfeni lipidické peroxidace byly vyuzity imunizované vzorky vcel. Tyto
vcely byly odebrany v roce 2017 a v tomto ptipadé bylo pracovano s celymi véelami,
kterym byl vyjmut travici trakt. Méteni bylo provedeno v mikrodestic¢kovém uspotadani
na readru Synergy H1 pfi vinové délce 532 nm. Kvuli interferenci n€kterych latek, jsou
absorbance odecteny zroztoku obsahujiciho extrakt inkubovany s roztokem bez
piidavku TBA (¢inidlo A), od identického vzorku, ktery obsahoval roztok s TBA
(¢inidlo B) (Hodges et al., 1999). Rozdily naméfenych absorbanci byly poté pomoci
kalibra¢ni rovnice pfevedeny na koncentraci malondialdehydu. Koncentrace byla

uvadéna v jednotkach [nmol-ml™].

3.2.4.1 Stanoveni kalibrac¢ni rovnice pro méieni lipidické peroxidace

Pii sestaveni kalibracni rovnice bylo pracovano s 1,1,3,3-tetraethoxypropanem.
Kalibra¢ni pfimka méla rozsah 0,25-10 nmol-ml™? a kalibra¢ni fada byla proméfena

Vv mikrodestickach. Do jamek bylo pipetovano 100 pl standardu o koncentraci
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0,5-20 nmol-ml™. K tomu bylo pfidano 100 pl ¢&inidla. Kazdd koncentrace byla
inkubovéna jak s ¢inidlem A, tak i s ¢inidlem B, a vSe bylo méteno v technickych
triplikatech. ~ Cinidlo A  obsahovalo 20% kyselinu trichloroctovou a
0,01% butyl-hydroxytoluenu. Cinidlo B mélo stejné sloZeni, jako ¢inidlo A, ale navic
obsahovalo 0,65% kyseliny thiobarbiturové. Inkubace probihala na termostatované
tiepacce po dobu 1 hodiny a pii 60 °C. Pii inkubaci byla mikrodesticka uzaviena
vickem, avSak pii nasledném chlazeni na ledové 1azni bylo vicko odstranéno. Poté byla
zméiena absorbance pii vinové délce 532 nm. Z téchto naméfenych hodnot a

koncentraci standardi byla sestavena kalibracni ptimka s kalibra¢ni rovnici.

3.2.4.2 Priprava vzorkl pro méreni lipidické peroxidace

Vzorky v€el byly homogenizovany V tfeci misce s tlouckem, kdy byla v¢ela zmrazena
tekutym dusikem a poté pomoci tloucku rozdrcena na prasek. Poté bylo pfidano 750 pl
80% ethanolu. Celd smés byla prepipetovana do mikrozkumavek a nasledovala
centrifugace pii 15000 xg, pii teploté¢ 5 °C a po dobu 10 minut. Po dokonceni
centrifugace byl supernatant odebran a dvakrat nafedén. Vzorky byly uchovavany na

ledové 14zni.

3.2.4.3 Obohaceni vzorku o standard TEP, a jeho zpétné stanoveni ve

vzorku

Osm vzorkd, ptipravenych diive popsanym zplisobem, bylo napipetovano do jamek. Do
jamek bylo pipetovano 50 pl vzorku, 50 ul 80% ethanolu a poté bylo piidano 100 ul
¢inidla A nebo B. Poté prob¢hla inkubace, ochlazeni a prométeni pii vinové délce
532 nm. Nasledn& byl piipraven standard TEP o koncentraci 6 nmol-ml™?. Do druhé
mikrodesticky bylo do kazdé z jamek napipetovano 50 ul vzorku, 45 ul 80% ethanolu a
5 pl standardu TEP. Poté bylo pfidano 100 pl ¢inidla A nebo B. Nasledné probé&hla
60 min inkubace na termostatované tiepacce a ochlazeni na ledové lazni. Po ochlazeni
byla zméfena absorbance takto upraveného vzorku a byla vypocitana koncentrace.

Rozdilem obou koncentraci byl zpétné stanoven ptidavany standard TEP.

3.2.4.4 Spektrofotometrické stanoveni lipidické peroxidace

Vzorky imunizovanych vcel byly pfipraveny vysSe popsanym postupem. Stanoveni

probihalo dle protokolu Hodgese (1998) a bylo =zalozeno na principu
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spektrofotometrického stanoveni absorbance pti vinové délce 532 nm. Méteni probihalo
v 96 jamkovych destickach a kazdy vzorek byl méten v triplikdtech. Do kontrolnich
jamek bylo pipetovano 100 pl vody a 100 ul ¢inidla A nebo B. Do dalSich jamek bylo
pipetovano 50 pl extraktu jednotlivych vcel, dale pak 50 pul 80% EtOH a vSe bylo
doplnéno na objem 200 pul jednim z ¢inidel. Po napipetovani byla mikrodestic¢ka ptikryta
vickem a zajiSténa parafilmem. Po hodinové inkubaci pfi 60 °C byla oteviena
mikrodesticka ponechéna na ledové lazni a nasledovalo zméteni absorbance na readru

Synergy H1.

3.3 Statistické vyhodnoceni

Pro zékladni kalkulace dat pochézejicich z popisovanych experimentli byl pouzit
program Microsoft Excel 2010. Pro znazornéni vysledkt byly pouzity krabicové, tzv.
box-plot grafy, vytvofené v programu Statistica 13.4.0. Ziskana data byla statisticky
vyhodnocena v tomtéZ programu, a pomoci metody ANOVA s post-hoc Bonferroniho
testem. Statistickd vyznamnost pouZitych t-testi byla hodnocena na hlading
vyznamnosti o = 0,05. U méfeni lipidické peroxidace byl také pouZit t-test pro sttedni

hodnotu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibrace pro vypocet koncentrace proteini

Pro vypocet koncentrace proteinit ve vzorcich byla nejprve vypocitana kalibra¢ni
rovnice. Pro jeji stanoveni byl sestrojen graf z hodnot absorbanci (Obr. 12). Tyto
absorbance byly naméieny ve standardu hovéziho sérového albuminu o koncentracich
50-500 pg-ml™. Koncentrace proteinii ve vzorcich véel byly po¢itany z rovnice piimky
(y = 0,0016x-0,0168), s koeficientem determinace R? = 0,9896. Koncentrace proteint
byla stanovena spektrofotometricky metodou dle Bradforda (1976) a upravené
linearizaci dle Ernsta (2010). Tato uprava spoc¢ivala v méfeni absorbance roztoku pfi
vinovych délkach 450 a 590 nm. Tato uprava slouzi k linearizaci kalibracni piimky

Vv koncentracich, kde u ptivodniho méteni dochazi k zaktiveni.

Optimalizace této metody spocivala ve spravném natfedéni vzorku. VSechny extrakty

byly 20x fedény 0,1M K-Pi pufrem.
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Obrazek 12 Kalibracni kiivka standardu BSA pro pfepocet koncentraci proteinti ve vzorcich, s
koncentraénim rozmezim 50-500 ul-ml™. Rovnice kfivky pro pfepocet koncentrace je
y = 0,0016x-0,0168; R? = 0,9896.
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4.2 Stanoveni specifické aktivity enzymu katalasy

Specificka aktivita je veli¢ina, ziskana z aktivity v nanokatalech [nkat] vztazené na
1 miligram [mg] proteinu. Jednotkou je tedy nkat-mg?. Tato veli¢ina vyjadiuje
pfitomnost (mnozstvi) enzymu ve zhomogenizovanych tkdnich, v nichz byly také
zméieny koncentrace proteini. Méteni probihalo dle piivodniho protokolu podle Aebi
(1984). Nekteré parametry, jako je koncentrace peroxidu vodiku a ¢as pro méfeni zmény
absorbance, byly optimalizovany. Nejdiive bylo pracovano s Cistym komerénim

enzymem, nasledn¢ s pfipravenymi extrakty vcel.

Mezi optimalizované parametry patii mnozstvi pfidavaného extraktu. Extrakty z hlav
byly pouzivany koncentrované, zatimco extrakty z hrudnika byly 2x fedény. Zadecky

véel byly fedény 5%. Pro fedéni byl pouzivan 0,1M K-Pi pufr (pH 7).

4.2.1 Profil aktivity katalasy na véelach odebranych v riiznych

mésicich roku

Byl vytvoten profil specifické aktivity katalasy v rdmci mésici. Profil byl méfen pro
kazdou télni ¢ast zvlast. V hlavach vcel je obsaZzeno nejmensi mnoZstvi enzymu, tudiz
i aktivita je zde nejnizsi. Specificka aktivita katalasy se zde pohybuje v rozmezi 300—
1000 nkat-mg* (Obr. 13). Hodnoty jsou rozdilné v rAmci mésicii, kdy v mésicich éerven
a ervenec se naméfené hodnoty nachazely v rozmezi 400-700 nkat-mg™. V mésici
srpnu muzeme vidét nartst specifické aktivity, kdy se hodnoty pohybuji od 500 do
900 nkat-mg™. V mésici zafi nastal pokles, kdy se specifickd aktivita katalasy
pohybovala v rozmezi 300-700 nkat-mg™. Statistické vyhodnoceni ukazalo, Ze tyto

skupiny nejsou vzajemné signifikantné odli$né.
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Obrazek 13 Specificka aktivita katalasy v hlavach experimentalnich vcel v rdmci mésict
¢erven az zati, n = 15

V hrudnicich v¢el se nachézi velké mnozstvi 1étacich svali, které vykazuji vysokou
metabolickou aktivitu vcel. Dychaci fetézec je jeden zhlavnich zdroji ROS
v organismu (Suarez et al., 1999). Aktivita katalasy je v této télni ¢asti vyssi nez u hlav,
ovSem vzhledem k velkému mnozstvi proteind je specificka aktivita niz$i. V mésici
gervnu se specificka aktivita pohybovala ve velkém rozmezi 300-600 nkat-mg™,
zatimco v mésici Cervenci je rozmezi velmi Uzké. Hodnoty se zde pohybovaly od 350
do 450 nkat'mg™?. U hrudnik® se projevuje stejny trend jako u hlav, kdy specificka
aktivita v mésici srpnu je vyssi, nezli je u zbylych mésicii. V srpnu se naméfené hodnoty
pohybovaly od 500 do 800 nkat-mg™. V zafi je vidét znatelny pokles, kdy hodnoty
dosahovaly mensich hodnot, a to od 300 do 500 nkat-mg™ (Obr. 14). Bylo zjisténo, Ze

hodnoty v mésici srpnu jsou od zbylych mésict signifikantné odlisné.
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Obrazek 14 Specificka aktivita katalasy v hrudnicich experimentalnich vcel v rdmci mésict
¢erven az zati, n= 15

U zadeckt je vidét podobny trend jako u ptedchozich télnich ¢asti. OvSem hodnoty
specifické aktivity jsou zde vyssi. V grafu (Obr. 15) mizeme vidét, ze v mésicich ¢ervnu
a Cervenci byly hodnoty specifické aktivity katalasy vrozmezi od 1800 do
3800 nkat-mg™?. V mésici srpnu byly hodnoty v §irokém rozmezi, a to 2500—
4500 nkat'mg™. V mésici zafi dosahovaly naméfené vysledky nizSich hodnot. Tyto
vysledky se nachéazely v rozmezi 16002800 nkat-mg™. Vysledky za mésic srpen byly

signifikantn¢ odlisné od vysledkti z mésici Cerven, Cervenec i srpen.
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Obrazek 15 Specificka aktivita katalasy v zadeccich experimentalnich véel v ramci mésict
cervna az zaii, kdy n= 15

4.2.2 Stanoveni aktivity katalasy po in vitro imunizaci vcel

U imunizovanych véel bylo pracovano pouze se zadecky. V nich byla opét zmétena
koncentrace proteini, a tyto hodnoty byly pozdé&ji pouzity pro vypocet specifické
aktivity katalasy. V grafu (Obr. 16) muzeme vidét, ze kontrolni skupina, ktera
obsahovala vc€ely pouze uspané pomoci oxidu uhli¢itého, vykazovala nejmensi
specifickou aktivitu katalasy. Hodnoty dosahovaly hodnot od 2200 do 2800 nkat-mg™.
narkoze. U druhé skupiny vcel uspanych pomoci CO2 a poté stimulovanych vpichem
sterilniho PBS roztoku, mizeme vidét vyssi hodnoty specifické aktivity neZ u kontrolni
skupiny. Namétené vysledky se pohybovaly v rozmezi 2800-3800 nkat-mg™. Aktivita
katalasy zde byla zvySend, nejspiSe jako reakce na stres zplisobeny vpichem jehly.
Skupina v€el narkotizovanych pomoci CO2 a poté stimulovany vpichem PBS roztoku
obsahujiciho suspenzi bakterii vykazovala signifikantné nejvyssi hladiny specifické

aktivity katalasy (36004600 nkat-mg™).
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Obrazek 16 Specificka aktivita katalasy v zadeécich imunizovanych véel, kdy n = 10

Nejvyssi specifickd aktivita katalasy byla stanovena v zadeCcich vcel. Weirich
(2002) zjistil, ze nejvyssi aktivita CAT je ve spermatu a zaludcich véel. Zaludek, spolu
se zbytkem traviciho traktu, se nachazi v zadeccich véel (Weirich et al., 2002). U
sledovanych vzorki byl travici trakt odstranén, aby nedoslo k ovlivnéni vysledkii. Za
hlavni misto vyskytu enzymu katalasy jsou povazovany peroxisomy, tudiz velké
mnozstvi tohoto enzymu mohlo byt ztraceno centrifugaci a naslednym odbérem
samotného supernatantu (Weirich et al., 2002). U imunizovanych v¢el se potvrdil
ptedpoklad, Ze se vzrlstajicim stresem roste i aktivita antioxida¢nich enzymt. Huang
(2012) ve své studii mimo jiné prokézal, Ze napadeni patogenem sniZuje rezistenci viici

stresu (Huang, 2012).

4.3 Stanoveni specifické aktivity enzymu superoxiddismutasy

Specifickd aktivita superoxiddismutasy byla ziskdna vztazenim naméfené aktivity na
mnozstvi proteint ve vzorku. Aktivita enzymu SOD se udavéa v jednotkach [U].
Jednotka uddvd mnozstvi enzymu katalyzujici 50% inhibici rychlosti oxidace
pyrogallolu. Mnozstvi proteinli je uddvdno v miligramech [mg], celkova jednotka

specifické aktivity SOD je tedy jednotka na miligram [U-mg?]. Tato metoda byla
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zalozena na ptivodnim protokolu od Marklunda a Marklundové (1974), ovSem né&které

Z parametrt byly optimalizovany.

Optimalizace parametrii  byla nejdfive provedena s cCistym enzymem
superoxiddismutasou z hovézich erythrocyti v koncentraci 1000 ug-ml?. Méfeni bylo
provedeno sroztoky 1x az 100 000x nafedéného enzymu. Inhibice pyrogallolu pii
tisicinasobném fedéni dosahovala cca 40 %. U vyssich koncentraci nebyl v reakéni
smesi  zaznamenan dostateCny narust absorbance, coz odpovidalo minimalni
autooxidaci pyrogallolu. Respektive, autooxidace byla vlivem vysoké aktivity SOD
z velké ¢asti inhibovana. Nasledné byly optimalizované parametry testovany na
vzorcich experimentalnich véel. Byl hledan optimalni objem extrakéniho c¢inidla,
odpovidajici fedéni a mnozstvi pipetované¢ho vzorku. Pro extrakci bylo pouzivano
200 pul Tris-EDTA pufru (pH 8,2) a homogenat byl nasledné 50 fedén. Objem vzorku
pouzitého pro reakci byl 20 pl.

Po optimalizaci nésledovalo samotné méfeni s extrakty imunizovanych vcel.
Konkrétné¢ byly pouzity hrudniky a zadeCky vcel. Opét bylo pracovano se tremi

skupinami imunizovanych vcel.

Obr. 17 zobrazuje graf s vysledky méfeni specifické aktivity SOD. U kontrolni
skupiny se specificka aktivita superoxiddismutasy pohybovala od 260 do 320 U-mg™.
U skupiny stimulované injekci s PBS roztokem je vidét $irsi rozsah hodnot, od 210 do
380 U-mg™. U skupiny véel stimulovanych suspenzi bakterii je vidét také iroky rozsah
hodnot, a to 260-390 U-mg™. Signifikantn& odlisnou aktivitu SOD mély pouze véely

ze skupiny stimulované PBS se suspenzi bakterii.
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Obrazek 17 Specificka aktivita superoxiddismutasy v hrudnicich imunizovanych vcel, kdy

n=10

U kontrolni skupiny, kde vcely byly pouze narkotizovany, mizeme vidét hodnoty

specifické aktivity v rozmezi 400-550 U-mg? (Obr. 18). Tato skupina byla opét

povazovana za kontrolni skupinu. U skupiny, kde byly vc¢ely stimulovany vpichem

sterilniho PBS roztoku, jsou hodnoty vy$si nez u kontrolni skupiny. Pohybovaly se

v rozmezi od 400 do 630 U-mg™. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u zadecki véel

patficich do skupiny stimulované bakteriemi. Vysledky se nachazely v rozmezi 530—

700 U-mg™?. Statisticki metoda ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem urdila, Ze

skupina vcel stimulovanych bakteriemi byla signifikantné odli$na od kontrolni skupiny,

kdy p < 0,05. Zbylé skupiny nebyly vzajemné signifikantné odlisné.
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Obrazek 18 Specificka aktivita superoxiddismutasy v zadeccich imunizovanych vcel, kdy
n=10

Aktivita SOD se zvySuje s mirou stresu, kterému byly vcely vystaveny (Obr. 17 a
18). Aktivita superoxiddismutasy v hlavach vcel nebyla stanovovana. Pti prvotnich
meétenich byla aktivita v této télni Casti velmi nizkd, v ne¢kterych piipadech témét
nulova. V hrudnicich je nizsi specificka aktivita nezli u zadecku vcel. Vysoka aktivita
SOD v zadeccich v¢el mize byt ovlivnéna tim, Ze v této t€lni ¢asti se nachazi velka cast
traviciho Ustroji véel. Potrava vcel obsahuje velkou fadu latek s prooxida¢nimi ucinky
zvySujicimi oxidacni stres (Ahmad, 1992). Vysoka aktivita SOD byla také detekovana
vV hemolymf¢ vcel. JelikoZ ma v€ela medonosné otevienou cévni soustavu, hemolymfa
se volné rozléva do vsech télnich ¢asti a mize tak ovlivnit métena data (Weirich et al.,
2002). Aktivita enzymu SOD muize zaleZet na oblasti, v jaké se véelnice nachazi. Bylo
prokédzano, Ze aktivita superoxiddismutasy je vy$$i u vcel pochézejicich z husté
obydlenych a primyslovych oblasti. Naopak u véel, pochéazejicich z neznecisténych

A4

oblasti, byla naméfena aktivita nizsi (Nikolic et al., 2015).
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4.4 Stanoveni lipidické peroxidace

Mira lipidické peroxidace je stanovena jako koncentrace malondialdehydu, coz je
kone¢ny produkt lipidické peroxidace probihajici v organismu. Koncentrace
malondialdehydu byla spocitdna pomoci kalibracni rovnice. Samotnému stanoveni
predchazel vyvoj metodiky, ktery byl sice jiz popsan v protokolu dle Hodgese (1998),

ale byl popsan pro rostliny a s inkubaci v mikrozkumavkach.

4.4.1 Vyvoj metodiky

Pti vyvoji  metodiky  bylo nejdiive  pracovano se standardem
1,1,3,3-tetraethoxypropanem (TEP) o koncentracich 0,5-20 nmol-ml™. Nejprve byl
protokol testovan V mikrozkumavkovém uspotfadani, kdy byl smichén standard
s ¢inidlem A ¢i B v poméru 1:1. Poté byl obsah inkubovan v termobloku po dobu
25 minut pfi 90 °C. Po nasledném ochlazeni byly roztoky napipetovany do
mikrodesticky a byla zméfena absorbance pii vinové délce 532 nm. Dal§im krokem bylo
vyzkouseni inkubace pfimo v mikrodesticce, kdy byl standard s ¢inidlem A nebo B
smichan pfimo v jamkach mikrodesticky, opét v poméru 1:1. Mikrodesticka byla
piikryta vickem a inkubovéna na termotifepacce. Inkubace probihala opét po dobu
25 minut pii 90 °C. Po ochlazeni na ledové lazni byla zméfena absorbance této

kalibra¢ni fady. Graf kalibrace je zobrazen na Obr. 19 (A).

Po prométeni kalibra¢ni fady standardl byla vénovana pozornost piipraveé vzorkda.
Byly pfipraveny homogenaty se dvéma druhy extrakéniho ¢inidla. Prvnim extrakénim
¢inidlem byl 80% ethanol a jako druhé extrakéni ¢inidlo bylo vyuzito ¢inidlo A
(20% kyselina trichloroctova a 0,01% butyl-hydroxytoluenu). Mnozstvi pouzitych vcel
na jeden vzorek a objem pfidavaného extrakéniho cinidla bylo taktéz testovéano.
Mnozstvi v€el bylo od 1 az po 5 vcel na jeden vzorek. Nakonec byla zvolena varianta
s 1 v¢elou ve vzorku s pfidanymi 750 pl extrakéniho ¢inidla. Po sadé méteni byl za
extrak¢ni ¢inidlo zvolen 80% ethanol. Pti pouziti ¢inidla A vznikal zakal, ktery nasledné
zvySoval méfenou absorbanci nad meéfitelné hodnoty. U redlnych vzorkl bylo také
zjisStovano optimalni fedéni. Pii méfeni s danymi 100 pl homogenatu dosahovala
namétend absorbance hodnot vysSich nez 1. Proto poté byly extrakty 2x fedény. Pfi
méteni bylo také zjiSténo, Ze pyl obsazeny v travicim traktu interferuje pfi méfeni, proto

byl z dalSich vzorku travici trakt odstranén. Po inkubaci takto piipravenych vzorku
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v mikrodestickach pii 90 °C bylo zjisténo, ze vysoka teplota znehodnocuje plast
mikrodesti¢ek. Pfi méfeni kalibra¢ni fady tento problém nenastal, tudiz znehodnoceni
slouzil jako extrak¢ni ¢inidlo. Plast jamek ziskal mléEné zbarveni a dno jamek bylo
viditeln¢ poskozeno. Tento problém byl vyfesen snizenim teploty inkubace na 60 °C,
ale tim padem prodlouzenim doby inkubace na 60 minut (Skapova, 2007). Po této
optimalizaci byly opét pfipraveny roztoky kalibra¢ni fady standardu TEP o koncentraci
0,5-20 nmol'mlI™? a po inkubaci pfi nové stanovenych podminkach byly proméieny
absorbance roztoki. Nasledné byla sestavena kalibra¢ni pfimka a byla vygenerovana

kalibra¢ni rovnice. Tato kalibracni pfimka je zobrazena v grafu (Obr. 19 B).
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Obrazek 19 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni koncentrace malondialdehydu, s koncentracnim
rozmezim 0,25-10 nmol-ml* A) po inkubaci po dobu 25 minut pfi 90 °C. Rovnice kiivky pro
piepodet koncentrace je y = 0,1192x-0,1841, R? = 0,997, za B) po inkubaci po dobu
60 minut pii 60 °C. Rovnice kiivky pro piepocet koncentrace je y = 0,0584x-0,073,
R?=0,9992
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4.4.2 Ovéreni spravnosti méreni koncentrace

malondialdehydu v realnych vzorcich

Pro ovéfeni spravnosti stanoveni byly pfipravené vzorky vcel promeéteny a nasledné
byly obohaceny o urc€it¢ mnozstvi standardu TEP. Tento test je zaloZen na zpétné
kvantifikaci pridaného standardu. Bylo pracovano se tfemi druhy vzorki, a to
s koncentrovanym extraktem a pak S 2x a 5x fedénym extraktem. Po proméfeni
absorbanci pted i po pfidavku standardu malondialdehydu, byly pomoci kalibra¢ni
rovnice dopocitany koncentrace. Jejich rozdil je uveden v Tab. 3. Pomoci programu
Statistica byl proveden t-test na stfedni hodnotu, kterou bylo 6 nmol-ml* TEP. Po
pridavku standardu do 5x fedéného vzorku nebyl pridavek zpétné pravdivé stanoven
(t-test na stfedni hodnotu, p < 0,05). U koncentrovanych a 2x tedénych vzorkt bylo
mozné zpétné stanovit pridané mnozstvi TEP. Srovnani smérodatnych odchylek
ukazalo, Ze leps$i vysledky jsou u vzorki 2x fedénych (Tab. 3).

Tabulka 3 Zpétné stanovena koncentrace TEP v obohacenych vzorcich o riiznych objemech.

T-test na stiedni hodnotu (6 nmol-ml?) ukazuje, zda jsou hodnoty signifikantné odlisné ¢&i ne.
Znak X vyjadiuje pramérnou koncentraci se smérodatnou odchylkou (s).

Koncentrace piidaného TEP [nmol-ml?]

Vzorek 25 ul 50 ul 100 ul
homogenatu homogenatu homogenatu
1 5,22 5,48 7,35
2 5,77 5,89 5,02
3 5,33 5,38 6,10
4 5,34 5,48 4,88
5 5,46 5,82 4,91
6 5,43 6,13 6,64
7 5,96 6,01 5,65
8 5,84 6,64 5,53
t-test p <0,05 n.s. n.s.
X 5,54 5,85 5,76
S 1,77 0,59 0,98
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Na zaklad¢ téchto vypocti byl sestaven graf (Obr. 20), ktery porovnava koncentraci
malondialdehydu v pivodnim vzorku a ve vzorku obohaceném o standard TEP. V obou

skupinach Ize vidét stejny trend.

10

Koncentrace MDA (nmol-ml %)
(6)]

4
3
2
1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Cisty extrakt
Vzorek S pfidavkem TEP

Obrazek 20 Graf ukazujici koncentraci malondialdehydu pted a po obohaceni vzorki o
standard TEP
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4.4.3 Vysledky méreni lipidické peroxidace

Optimalizovanou metodou TBARS byla méfena lipidicka peroxidace vcel
imunizovanych in vitro. Véely uspané pomoci CO2, se koncentrace MDA pohybovala
od 4,7 do 6 nmol-ml™. U skupiny obsahujici véely stimulované PBS roztokem nastal
pokles koncentrace, kdy vysledné koncentrace byly v rozmezi 2,5-3,7 nmol-ml™. U
posledni skupiny, kde byly vcely stimulovany také suspenzi bakterii, doslo
Kk nejvyraznéjsimu poklesu koncentrace. Hodnoty se nachazely v tzkém intervalu, a to
od 1,5 do 2 nmol-ml?. Vsechny vyse uvedené skupiny byly vzajemné signifikantng

odli$né, a to na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05. Vysledky jsou uvedeny v grafu Obr. 21.
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Obrazek 21 Koncentrace malondialdehydu u imunizovanych vcel, n =10
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U enzymu katalasy a superoxiddismutasy je viditelny trend, kdy s mirou stresu
vzrista 1 stanovovana veli¢ina. AvSak u stanoveni lipidické peroxidace mél trend
opacnou (klesajici) tendenci. V ramci studie z roku 2018 bylo zjisténo, ze insekticidy (v
jejich pripadé latka imidacloprid) signifikantné indukuji LPO, coz se projevilo zvySenim
koncentrace malondialdehydu v homogenatech vcel (Boas Balieira et al., 2018).
Margotta a spol. (2018) potvrdili, ze lipidickd peroxidace je vysoka nejen u hrudnikt
vcel (diky létacim svaltim), ale také v mozcich vcel. V této praci se také uvadi, ze
koncentrace MDA neni ovlivnéna tim, jestli jsou v¢ely chovany v klickach nebo volné
(Margotta et al., 2018). Naopak Tolfsen a kolegové (2011) prokazali vyssi koncentraci
MDA v mozcich véel, které nemohly volné 1état (Tolfsen et al., 2011).
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5 ZAVER

Pfedmétem teoretické Casti bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSerSi se
zamétenim na reaktivni kyslikové radikaly véely medonosné. V praci byly popsany jak
enzymatické, tak i neenzymatické mechanismy vzniku ROS a zaroven byl blize

charakterizovan antioxida¢ni systém vcel.

V dalsi ¢asti byly shrnuty poznatky o vcelich patogenech a parazitech a jejich vliv na
zdravi vcelstev, kdy tato ¢ast byla rozdélena na parazitdrni onemocnéni, bakteriozy,

virdzy vcel a houbova onemocnéni postihujici véely.

Prakticka ¢ast byla zamétena na vytvoreni profilu specifické aktivity antioxida¢niho
enzymu katalasy v ramci mésict, kdy byly ziskany vzorky vcel. Nejvyssi specificka
aktivita katalasy byla namétena v zadeccich véel odebranych v mésici srpnu, kdy se
hodnoty pohybovaly v rozmezi 2500-4500 nkat-mg™. Dale byla stanovena specificka
aktivita katalasy ve vzorcich imunizovanych vcel, kdy tento experiment prokazal, ze
aktivita enzymu roste spolu se zvysujicim se stresem. Nejvyssi specificka aktivita byla
naméfena ve vzorcich vel stimulovanych bakteriemi, a to s hodnotami od 3600 do
4600 nkat-mg. V ramci prace byl optimalizovan protokol pro méfeni daliiho enzymu
s antioxida¢nimi ucinky, a to superoxiddismutasy. Byla stanovena specificka aktivita
tohoto enzymu u imunizovanych vcel. Nejvyssi specificka aktivita SOD byla také u
skupiny vcel stimulovanych bakteriemi, konkrétné v zadeCcich vcel se hodnoty

pohybovaly v rozmezi 530700 U-mg™.

Na zavér, byla testovana metoda pro méteni lipidické peroxidace u véely medonosné.
Tato metodika, vychazejici z protokolu Hodgese (1999), byla tspésné optimalizovana.
Nasledné byla stanovena koncentrace malondialdehydu, ¢imZ byla urena i mira
lipidické peroxidace ve vzorcich vcel z imuniza¢niho experimentu. Se zvysSujici se
mirou stresu klesala koncentrace malondialdehydu. Tento trend odporuje dosud
publikovanym vysledktim, podle nichz uroven lipidické peroxidace stoupa v zavislosti

na mife stresu (Boas Balieira et al., 2018).
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABPV
AmP
ANOVA
APX
BQCV
BSA
CAR
CAT
CBPV
CuzZnSOD
DHA
Duox 1
Duox 5
DWV
EC-SOD
EDTA
ER
FeSOD
GSH
GSSG
IMD draha
IxB
KBV

LPO

virus akutni paralyzy vcel
antimikrobialni peptidy

Analysis of variance
askorbatperoxidasa

virus ¢erndni matecnikil

hovézi sérovy albumin

karotenoid

enzym katalasa

virus chronické paralyzy vcel
superoxiddismutasa s kovovymi kofaktory médi a zinkem
dehydroaskorbat

dualni oxidasa 1

dualni oxidasa 5

virus deformovanych kiidel
extracelularni superoxiddismutasa
kyselina ethylendiamintetraoctova
endoplasmatické retikulum

zeleznata isoforma superoxiddismutasy
glutathion

dimer glutathionu

immune deficiency signaliza¢ni drdha
inhibitor kappa B

Kasmirsky virus

lipidicka peroxidace
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MDA malondialdehyd.

MnSOD superoxiddismutasa s manganem jako kofaktorem
NF-xB nukleéarni faktor kappa B

Nox 1-5 NADPH-oxidasa 1-5

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

ROS reaktivni formy kysliku

SOD superoxiddismutasa

TBA kyselina thiobarbiturova

TBARS metoda thiobarbituric acid reactive substances method
TEP 1,1,3,3- tetraethoxypropan

uv ultrafialové svétlo

X0 xantinoxidasa
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Vypocet aktivity katalasy

PRILOHA PI: VYPOCET SPECIFICKE AKTIVITY KATALASY

Vypocet koncentrace proteinti

l:A977—A900 c=c-f
0,18
Vi .
- L+L+ _ 103
l= ———— p= 103
3
AA = Ay — Ap ¢ = proteiny ve vzorku [pug-mi?]
AT = AA; + AA, + AA, ¢ =proteiny v jamce [pug-ml?]
- 3 f=tedici faktor
. (AA-V) p = celkové proteiny [mg]
t-e-l Vi = objem homogenatu [pl]
a=b-10°
Vypocet specifické aktivity katalasy
Vi
oz = 774 g = 2

[ =opticka draha [cm]

A = rondil absorbanci s =specifické aktivita [nkat-mg™]
Aro =absorbance v case t =0

A =absorbance v ¢ase t = 60 s

b = celkova aktivita v jamce [kat]

V; = objem v jamce [I]

t =doba reakce [s]

£ =extinkéni koeficient [1-(M-cm)™]
a = celkova aktivita v jamce [nkat]
avz = celkova aktivita ve vzorku [nkat]
Vh = objem homogenatu [ul]

Vvz =0bjem vzorku [ul]
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Vypocet aktivity superoxiddismutasy

dAS = A5 - A1
dAs
di =5~
Alvz
= - 1009
o dAlkon %
_ 01+ 0, + 03
0=
3
I=100—-0
I
a, = %
avf ay - f
avf . Vh
a=
Voz

As =absorbance v ¢ase ts min

Az =absorbance v case to

dAs = zména absorbance za 5 minut
dA; =zména absorbance za 1 minutu
o1 = autooxidace pyrogallolu [%]

0 =prumér hodnot autooxidace [%]
[ =inhibice [%]

av = vztazena aktivita

avf=vztazena aktivita - fedici faktor
f=rtedici faktor

a = celkova aktivita ve vzorku [U]
Vi = objem homogenatu

Vvz = objem pipetovaného vzorku
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PRILOHA P II: VYPOCET SPECIFICKE AKTIVITY
SUPEROXIDDISMUTASY

Vypocet koncentrace proteinil

¢ =koncentrace proteint - fedici
faktor [ug-ml™]

¢ =koncentrace proteinti [ug-ml™]
f=tedici faktor

p = celkova koncentrace proteinti
[mg]

Vih = objem homogenatu [ml]

Vypocet specifické aktivity
superoxiddismutasy

a

s= -

a = celkova aktivita v homogenatu

s =specificka aktivita [U-mg™?]



