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1 Uvod

1.1  Oxidativni stres

Problematice vlivu oxidativniho stresu a antioxidac¢nich enzymi je v poslednich letech
vénovana znacna pozornost. Za normalnich podminek existuje rovnovaha mezi tvorbou
volnych radikali a jejich néslednym odstranénim pomoci antioxidacnich mechanismii.
Pokud vsak dojde k naruSeni této rovnovéahy, dochazi ke vzniku oxidativniho stresu. Toto
pojeti ,,oxidativniho stresu“ jako buné¢né nerovnovahy zformuloval Helmut Sies (1997).
Oxidativni stres miize vést k fyziologickym zménam organismu, zahrnujicich zmény
bunéénych funkci, az signal pro apoptozu.

Mezi bunééné oxidanty, vedouci ke vzniku oxidativniho stresu, fadime reaktivni formy
kysliku (ROS reactive oxygen species) a dusiku (RNS reactive nitrogen species) (Miwa et
al., 2008; Drew a Leeuwenburgh, 2002).

Jako volné radikaly oznacujeme latky, jejichz zédkladnim rysem je pfitomnost alespon
jednoho neparového elektronu ve valenéni vrstvé (Jones, 2008). Radikaly mohou vzniknout
pfijmutim, ¢i ztratou jednoho nebo vice elektront, nebo $tépenim vazeb molekul. Snahou
téchto radikall je doplnit chybéjici elektron, a proto ochotné reaguji s okolnimi molekulami.
Oxidanty jsou tvofeny, jako b&ézné produkty aerobniho mechanismu (Sies, 1997) a jejich
Skodlivost zalezi na mnozstvi, ve kterém jsou produkovany. Oxidanty se naptiklad ucastni
fady transduk¢nich bunéénych signalti (Hensley a Floyd, 2002). Jako dikaz fyziologické
role ROS mizeme uvést peroxid vodiku, ktery plni funkci signalni molekuly pii fosforylaci
PDGF receptori v buiikach svalii (Sundaresan et al., 1995). Dile mlzeme nalézt jeho
zvySenou hladinu v leukocytech pii bakterialni infekci, stejné jako superoxidu nebo
hydroxylového radikalu.

Diky svému vysoce reaktivnimu potencidlu mohou ROS ochotné oxidovat tuky,
bilkoviny nebo nukleové kyseliny (Miwa et al., 2008), pokud jsou v jejich bezprostiedni
blizkosti. Tato vlastnost miZe mit vliv na normélni pribéh metabolismu a vést ke zméné

bunécné funkce, naruseni ristu a vyvrcholit smrti burky.
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Obr. 1: Tvorba a mechanismus pusobeni oxidativniho stresu.

1.2 Reaktivni kyslikové radikaly

Reaktivni formy kysliku vznikaji redukci molekularniho kysliku. Radime k nim volné
radikaly, jako je superoxid (02") hydroxylovy radikal (HO"), peroxyl (ROQO"), alkoxyl (RO")
¢i hydroxoperoxyl (HO), ale také latky jako peroxid vodiku (H20;), ozén (O3) nebo
singletovy kyslik (10y), které volnymi radikaly nejsou (Berlett a Stadtman, 1997). Reaktivni
formy kysliku miZeme rozdélit na endogenni a exogenni. Endogenni ROS pochézeji
predev§im z mitochondrialniho dopravniho fetézce (ETC) pii netplné redukci kysliku (Wei
a Lee, 2002; Miwa et al., 2008). Na vzniku ROS v mitochondriich se podili zejména
komplex | (NADH — ubichinonreduktaza) a komplex Il (ubichinol: cytochrom c- reduktaza)
(Miwa a Brand, 2005; Muller et al., 2004). Mitochondrie vSak nejsou jediné organely
vytvarejici ROS. Peroxizom je dal$i organelou, ktera pii procesu beta oxidace vytvaii

peroxid vodiku (Reddy et al., 1986). K exogennim faktorim vyvolavajicim vznik ROS



fadime chemické a toxické latky, herbicidy, pesticidy, tézké kovy, Iéky nebo ioniza¢ni ¢i UV

zareni.

Superoxid (O, ")

Superoxid je primarni kyslikovy radikal, ktery je schopen interagovat s jinymi
molekulami a tvotit sekundarni ROS. Hlavnim endogennim zdrojem tohoto radikalu je
mitochondrialni ETC a endoplasmatické retikulum a v neposledni tad¢ k jeho vzniku
pfispivaji i fagocytujici buniky jako neutrofily, makrofagy a lymfocyty (Liu et al., 2002;
Johnston et al., 1975). Ke vzniku tohoto radikalu dochazi reakci O, + e — O™, a to
preménou kysliku ionizujicim zafenim ¢i ultrazvukem, enzymatickymi reakcemi nebo
autooxidaci organickych latek (Marounek, 2006). Muize projit skrze biomembrany, ale pouze
anionovym kanalem (lIkebuchi et al., 1991). Ve vodném prostiedi je superoxidovy radikal
hydratovan a vznika hydroperoxylovy radikal (HOO®). Pisobenim superoxiddismutizy

SOD) je pfeménén na peroxid vodiku (H,0,) reakci O, + e + 2H" — H,0,.
Jep p

Peroxid vodiku (H,0)

Dal8im ROS je peroxid vodiku, ktery je oproti ostatnim méné reaktivni. Jeho dilleZitost
vsak spociva v n€kolika zasadnich vlastnostech, mezi které patii stabilita, ovlivnéni vzniku
dalsich kyslikovych radikald, ¢i jeho schopnost volné prochazet skrze biologické membrany
(Storey, 2004). Peroxid vodiku také podmifiuje vznik velkého mnozstvi hydroxylového
radikdlu, ktery je vytvofen jeho rozkladem za pfitomnosti iontd kovil (Fe2+ ¢i Cu')
ve Fentonové reakci (Fenton, 1894). Peroxid vodiku je degradovan antioxida¢nim enzymem
katalazou na molekularni kyslik a vodu nebo askorbat peroxiddzou na kyselinu

dehydroaskorbovou a dvé molekuly vody.

Reakce vzniku peroxidu vodiku:

0, +2e +2H" — H,0,

Fentonova reakce peroxidu vodiku s médi/Zelezem:
2Cu* + 2H,0; — 2Cu®* + 20H" + 20H

Fe’* + 2H,0; — Fe** + OH" + OH’

Hydroxylovy radikal (OH ")

Velmi silnym ROS je hydroxylovy radikal, ktery ochotné¢ reaguje se vSemi molekulami

vV

wrwe



Fentonovou reakci peroxidu vodiku (Lloyd et al., 1997), ionizujicim zafenim nebo reakci

superoxidového radikélu s peroxidem vodiku (Marounek, 2006).

Rozpad peroxidu vodiku:
H,O, +e — HO" + OH"
Reakce superoxidového radikalu s peroxidem vodiku:

0, + Hy,0, + H — 0, + H,0 + OH"

1.3 Reaktivni dusikaté radikaly

Dalsim typem bunéénych oxidantd jsou reaktivni druhy dusiku (RNS) odvozené
od oxidu dusného (Drew a Leeuwenburgh, 2002). Mezi RNS patii radikaly oxid dusnaty
(NO) a oxid dusi¢ity (NO2") a neradikalové latky nitrosyl (NO™), nitroxid (NO), peroxynitrit
(ONOO) ¢&i alkylperoxynitrit (ROONO). Ukolem oxidu dusnatého v buiice je jeho
signaliza¢ni funkce (Alderton et al., 2001).

1.4 Oxidativni poskozeni a jeho role ve vztahu k onemocnéni

Voln¢ radikaly, bez ohledu na plvod, mohou interagovat s bunécnymi
biomolekulami, jako jsou lipidy, proteiny, nukleové kyseliny ¢i glycidy. Oxida¢ni poskozeni
vedou k postupné akumulaci modifikovanych makromolekul a zapfi¢ifiuji tak postupnou
ztratu  bunéénych funkci, urychleni procesu starnuti a vrcholi bunéénou smrti

(Bandyopadhyay et al., 1999; Tower, 1996).

DNA a RNA patii mezi biomolekuly, jejichz struktura a funkce mize byt pozménéna
utokem volnych radikali. Poskozeni DNA muze zpisobit mutace, poruchy replikace a
transkripce a tyto zmény vedou ke genomické nestabilité buitkky (Miwa et al., 2008). Oxidaci
purinovych a pyrimidinovych bazi vznikaji jejich modifikace. Tyto baze nejsou Casto
pfitomny za normalniho metabolismu (Fisher-Wellman a Bloomer, 2009), a proto je
muzeme oznaCit za marker oxidaéniho stresu. Typickym  ptikladem je

8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) (Fisher-Wellman a Bloomer, 2009).

Diky své hojnosti v biologickych systémech patii bilkoviny mezi nejcastéjsi cile
volnych radikald. K poskozeni proteind dochdzi bud’ pfimou interakci s radikaly, nebo
nepiimo interakci s vedlejsim produktem, vytvofenym radikalem (Dalle-Donne et al., 2006).
Vétsina poSkozeni je nevratni, coz mé za nésledek ztratu funkce a bilkoviny musi byt

degradovany.



Poskozeni lipidli volnymi radikaly probihd pii procesu lipoperoxidace, za vzniku
hydroperoxidii ¢i aldehydii. Lipoperoxidace postihuje zejména polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) a fosfolipidy bunécnych membran, u kterych dochéazi ke zméné jejich
propustnosti. PoSkozeni lipid vétSinou vede k jejich Spatné funkci ¢i naruSeni membran a

dochazi tak k naruseni homeostazy a k lyze bunky (Klaunig et al., 1998).

V neposledni fad¢ vyvolavaji ROS oxidativni poskozeni, jejichz nasledkem je
zkracovani telomer (Chen et al., 1998; von Zglinicki, 2000) nebo bunétné a organismalni
starnuti (Harman, 1956). Béhem zivota dochazi k akumulaci bunéénych poskozeni a klesa

schopnost antioxida¢ni obrany a opravnych mechanismut (Holecek a Rokyta, 2005).

Zjisténi role ROS v patologii ma velky vyznam zejména v medicing, pii zjiStovani
vyznamu radikdli u zavaznych onemocnéni, a také jejich vliv na fyziologii starnuti.
Oxidativni stres muze piispivat k fadé onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, Downlv
syndrom, Parkinsonova nemoc ¢i kardiovaskularni choroby (Markesbery, 1997; Ovanovic et
al., 1998; Jenner, 2003; Vijaya Kumar et al., 2010).

1.5 Antioxida¢ni enzymy

Schopnost vyuzivat kyslik, kterou v pribéhu evoluce organismy ziskaly, pfedstavovala
energetickou vyhodu. Ale tato pfednost acrobnich organismu si také zadala vytvofit specialni
ochranné antioxidacni mechanismy, chranici pfed toxicitou kysliku a jeho radikalt. Dokonce
nekteré anaerobni bakterie, které nejsou obvykle vystaveny kysliku, maji vyvinuté obranné
mechanismy (Storey, 2004). Antioxidant je podle Halliwella a Gutteridge ,,jakakoliv latka,
kterd v nizkych koncentracich ve srovnani s G€innosti oxidovatelného substratu vyrazné
zbrzdi ¢i inhibuje oxidaci tohoto substratu® (1989). Polocasy hlavnich reaktivnich forem
kysliku jsou naprosto odli$né, a proto nastava nutnost riznych typ obrannych mechanismi
(Sies, 1997). Podle zptsobu uc¢inku rozdélujeme antioxidanty na antioxidanty enzymatické a
neenzymatické povahy (Marounek, 2006). Mezi trojici enzymatickych antioxidantd fadime
superoxidismutazu (SOD), katalazu (CAT) a glutationperoxidazu (GPx) (Suman et al.,
2009). Do skupiny neenzymatickych latek patii (vitamin E, C, karoteny, flavonoidy, kyselina
mocova, kyselina fytova, glutathion, kyselina ferulova) a také prvky jako je selen, zinek ¢i
meéd (Marounek, 2006). Antioxidanty neezymatické povahy musi byt pfijimany v potravé
(Storey, 2004). Dulezita je také rovnovaha mezi jednotlivymi enzymy, likvidujici volné

radikaly v boji proti oxida¢nimu stresu (Wei a Lee, 2002). Dalsim dikazem duleZitosti



antioxidacnich systému je jejich vysoka konzervovanost v ramci celé fylogeneze (Storey,
2004).

Antioxida¢ni systém muzeme dale rozd¢lit do ¢ty podoblasti (Storey, 2004):

1. primarni antioxida¢ni obrana enzymatického/neenzymatického charakteru, ktera je
Vv pfimém kontaktu s ROS

2. podplrna obrana, kterd napomahd funkci primarniho antioxidacniho systému
(recyklace/syntéza substratl a antioxidacnich enzymii)

3. kov-komplexotvormé  proteiny/enzymy  (ferritin,  transferin,  ceruloplasmin,
metallothionein) a nizkomolekularni slozky, které chrani nebo minimalizuji Gcast zeleza a
zinku pfi tvorbé radikala

4. enzymaticky opravny systém

Obr. 2: Antioxidanty enzymatické povahy - superoxidismutaza (SOD), katalaza (CAT) a glutationperoxidaza
(GPX).

1.5.1 Superoxiddismutaza

Superoxiddismutdza je jednim z klicovych enzymi metabolismu kysliku, jejiz vyvoj
souvisel svyvojem organismi a organel, které ji syntetizuji (Miller, 2012). Funkci
superoxiddismutazy je obrana proti kyslikovym radikalim (Fridovich, 1997), ¢imz zabranuje
vytvofeni jeS$t€é nebezpetnéjSich forem ROS, napiiklad hydroxylového radikalu.
Superoxiddismutaza byla objevena jiz pred 70 lety Mannem a Keilinem (1938), ale
k popsani jeji skute¢né funkce doslo az v roce 1968 McCordem a Fridovichem a teprve tento
objev pomohl porozumét oxidativnim procestim (1988). SOD se vyskytuje u aerobnich
organismt od mikrobl az po €lovéka. Je to enzym, z jehoz nazvu je zfejmé, ze u néj dochazi
k reakci dismutaci. SOD katalyzuje dvé molekuly superoxidu na kyslik a peroxid vodiku
za spotieby dvou iontli vodiku: 20, + e + 2H" — H,0, + 20, a urychluje tim dismutaci

superoxidu o ¢tyfi fady (Racek a Holecek, 1999).



SOD piemisti elektron z jednoho superoxidu na druhy, a tak z prvniho superoxidu
vznikd normalni kyslik. K druhému peroxidu jsou ptidany dva vodikové ionty a vznika
peroxidu vodiku. Pokud se zvysi hladina H,O,, mtze peroxid vodiku inhibovat SOD (Blum
a Fridovich, 1985). Vznikly peroxid vodiku je poté odstranén pomoci enzymu katalazy ci
peroxidazami.

Superoxiddismutaza piedstavuje rodinu metaloenzymu, které se lisi obsahem iontu kovu
(katalyticky G¢inek) a bilkovinnou strukturou. A pravé podle riznych druhd kofaktoru je
muzeme rozdé€lit do tii skupin na Fe a Mn SOD, Cu/Zn SOD a Ni SOD (McCord a
Fridovich, 1988).

U savcu byla nejvyssi aktivita SOD prokazana v jatrech a dale v ledvinach, mozku,

nadledvinach a srdci (Halliwell a Gutteridge, 1989).

Mn a Fe SOD

Do prvni skupiny superoxiddismutaz patii Fe** SOD a Mn?* SOD, které vykazuji
podobnou strukturu, vyskytuji se u vSech prokaryot a jejich podjednotky maji molekulovou
hmotnost 23 kDa (Racek a Holecek, 1998). Dimer Fe SOD, ktery byl stejné¢ jako Mn SOD
poprvé objeven Vbunééné matrix bakterie E. coli. S vyvojem oxidace prostredi klesla
vyhodnost Fe SOD, a proto se dnes tato forma SOD vyskytuje pouze u primitivnich
organismil a v chloroplastech, zatimco u hub, rostlin ¢i zivocichii se nevyskytuje (Miller,
2012). Naopak ptevazil vyvoj Mn SOD, coz je velky, dimericky ¢i tetramericky enzym
(Racek a Holecek, 1998), ktery se nachazi v mitochondrialni matrix blizko ETC a hraje
klicovou roli v jeho ochrané. Dalsi funkci Mn SOD je regulace intramitochondrialniho
superoxidu. MnSOD je Siroce rozsiteny enzym, ktery muzeme nalézt u bakterii, kvasinek,

rostlin a Zivoéichu.

Cu/Zn SOD

Cu/Zn SOD je dimer o0 hmotnosti 320 kDa, ktery se primarné nachazi v cytoplazmé a
lysozomech (Crapo et al., 1992; Keller et al., 1991) a jeho mala ¢ast se nachazi v prostoru
vnitini membrany mitochondrie. Cu/Zn SOD mizeme nalézt v eukaryotickych bunkach
kvasinek, rostlin a zivocichtl, a také v omezené mife u prokaryot jako jsou bakterie a fasy.
Ackoliv je pro vznik Cu/Zn SOD dilezita pfitomnost iontu médi i zinku, pouze méd’ plni
aktivni roli pii dismutaci. loint zinku (Zn?*) prispivé ke stabilizaci enzymu. Existuje nékolik
izoforem Cu/Zn SOD. Savci naptiklad obsahuji také extracelularni Ec SOD, ktera patii do
rodiny Cu/Zn SOD.



Ni SOD

Superoxiddismutaza, ktera obsahuje ve svém aktivnim misté iont niklu, byla objevena
teprve nedavno (Youn et al., 1996). Tato Ni SOD je homohexamer, jez se nachazi
u nekterych gram-pozitivnich bakterii a jeji mechanismus je stejny jako u Mn SOD ¢i
Cu/Zn SOD.

1.5.2 Katalaza

Enzym katalaza (peroxid vodiku oxidoreduktdza, hyperoxoperoxididza) je jednim
Z klicovych enzymul bunécného systému antioxidacni obrany, jehoz aktivita byla zjiSténa jiz
vroce 1811 L. J. Thénardem béhem objevu H,O, (Mueller et al., 2009), ale pojmenovana
byla az v roce 1900 (Loew, 1900). Katalaza je tetramerni homoprotein, jehoz celkova
molekularni hmotnost je 240 kDa (Racek a Holecek, 1998) a je tvotfeny ze ¢tyi podjednotek
(kazda 60 kDa) se ¢tyfmi hemovymi (nebo manganovymi) skupinami (Kirkman a Gaetani,
1984). Hlavni funkci tohoto enzymu je katalytické heterolytické Stépeni dvou molekul
peroxidu vodiku za vzniku kysliku a vody (2H,0, — 2H,0 + O,). Reakce je rozdélena
do dvou etap. V prvni fazi dojde k oxidaci hemu peroxidem vodiku jako substratu pro vznik
slouceniny I (oxoferyl) a vody. V druhé fazi je vznikla sloucenina I redukovana peroxidem

vodiku (elektronovy donor) do vychoziho stavu za vzniku kysliku a vody.

1. Enz (Por-Fe'"") + H,0, — Cpd I (Por*-Fe" =0) + H,0
2. Cpd | (Por*-Fe¥ =0) + H,0, — Enz (Por-Fe'"") + H,0 + O,

Katalaza patii mezi enzymy s nejvétsi rychlosti pfemény substratu, avsak jeji aktivita
je zahajena aZ pii koncentracich H,O, vyssich nez 10° M (Cohen a Hochstein, 1963).
Katalazu miiZeme nalézt u témét vSech zivych organismu. Kataldza také slouzi v bunikach
jako ptirozeny marker subcelularnich organel peroxizomt, ve kterych pfi oxidaci mastnych
kyselin vznikéa velké mnozstvi peroxidu vodiku (Zamocky, 1998). Katalaza je také zvlastni
V tom, Ze je schopna nejen redukce, ale i oxidace peroxidu vodiku, ¢imz se podstatné lisi
od peroxidaz, které mohou pouze redukovat H,O, za soucasné oxidace sekundarniho
substratu (Zamocky, 1998). Katalazy muzeme rozdélit do tii skupin na zakladé reak¢énich

schopnosti a evoluénich vztaht (Zamocky, 1998).

Monofunkéni katalazy
Do prvni kategorie patii monofunk¢ni katalazy (diive také typické katalazy), které se
fadi mezi nejvice rozSifené kataldzy obsahujici hem a disponuji vysokou katalytickou

aktivitou. Patfi mezi tetramerické molekuly s jednim protohemem v kazdé podjednotce
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(Zamocky, 1998). Tyto katalazy jsou odolné vici degradaci a proteolyze, coz vyplyva
ze studii katalazy u E. coli a dalSich stfevnich bakterii (Goldberg a Hochman, 1989).
Monofunk¢ni katalazy muzeme rozdélit do tii klada (Sykes, 2001), které se od sebe
oddélily duplikaci genu a ztratou ¢asti sekvence (Zamocky, 1998). Mezi katalazami je
zna¢ny rozdil ve vlastnostech a sekvencich, které jsou odpovédné za jejich reakeni rychlost a
afinitu k substratu. Katalazy kladu III. obsahuji kofaktor NADPH, ktery ma za ukol zabranit

vzniku neaktivni slou¢eniny Il a regeneraci katalazy.

Katalazy-peroxidazy

Druhd, méné¢ rozSiftena tiida, se sklada z bifunkénich, hem obsahujicich
katalaz-peroxidédz. Skupina je pojmenovana podle své peroxiddzové aktivity a ma
dimerickou/tetramerickou strukturu (Passardi et al., 2007). Tyto katalazy jsou navzdory
rozdilné sekvenci a struktufe podobné monofunkénim katalazam, protoze obsahuji hem
v aktivnim centru (ten je umistén hloubéji ve struktute) a disponuji vysokou kataldzovou
aktivitou (Peschek et al., 2011). Na rozdil od ptedchozi skupiny katalazy-peroxidazy
vyuzivaji organickych donort (darcti) elektronii, které redukuji slouceninu I pfes dva

jedno-elektronové transfery s nizsi katalazovou a zvySenou peroxidazovou aktivitou.

Katalazy obsahujici mangan (katalazy neobsahujici hem)

Tyto katalazy byly zjiSt€ny pouze u mikroorganismi. MiZzeme je rozdélit na dvé
skupiny, Vv jejichz katalytickém centru se nachazi dimanganova skupina. Enzym se sklada
z homohexamert, pfi¢emz kazdy monomer tvofi ¢tyfi Sroubovice a rozdil mezi jednotlivymi
nehemovymi kataldzami je zpusoben rozdilnymi C-termindlnimi konci (Zamocky, 1998).
V dimanganovém centru dochdzi ke sdileni atomii Mn s rezidenty. Rozdily mezi
jednotlivymi katalazami této skupiny se 1isi ve vyskytu glutamatu, ktery vaze vodu. Reakce
nonhematickych kataldz se také rozd€luje do dvou fazi. V aktivnim centru dochazi
Kk odstranéni elektronu, ale nevznika reaktivni meziprodukt, takze dojde v druhé reakci

pouze K transferu elektrond na kyslik.

1.6 Parakvat

I ptes snahu omezit pouzivani pesticidi a herbicidli v zemédélské vyrobé, jsou tyto
latky stale hojné vyuZzivané, a to pfedevS§im v rozvojovych zemich. Na zaklad¢ fady studii
byly potvrzeny jejich toxické vlastnosti a schopnost vyvolat oxidativni stres.
Parakvat-dichlorid CgH13NsO (1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridin-1,1'-diium-dichlorid), toxicky

neselektivni bipyridinovy herbicid, patii pravé mezi tyto chemické prostfedky. Jedné se o
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pevnou krystalickou latku bezbarvé, bilé nebo svétle zluté barvy. Je hygroskopickd a
bez zapachu. V Ceské republice a v celé EU je pouzivani parakvatu od roku 2007 zakazéano.
Podle Klasifikace IPCS-WHO je parakvat fazen mezi latky stiedné toxické (Wesseling et al.,
2005).

Parakvat se pouziva k hubeni plevele, kdy je n¢kolik minut po oSetfeni rostlin rychle a
kontaktné absorbovan. Jeho vstiebani zptisobi zni¢eni rostlinné tkéné, narusSeni procesu
fotosyntézy a dojde k protrhnuti bunécnych membran a tniku vody, coz zptlisobi, Ze rostlina
rychle vadne (Dinis-Olivera et al., 2006).

Parakvat generuje volné radikaly pti metabolickych procesech a tim dochazi ke zvyseni
hladiny volnych kyslikovych radikalt (ROS), zpisobujicich oxidativni stres (Arking et al.,
1991), se vSemi jeho nasledky. Zmény v antioxida¢nich systémech mohou byt pouzity jako
biomarkery intoxikace parakvatem (Rey et al., 2007).

Pro c¢lovéka je parakvat nebezpe¢ny hlavné pii peroralnim pouziti, ale i kontakt
s poskozenou kuzi ¢i vdechnuti miize vyvolat zdravi-ohrozujici nasledky. Mnoho dikazi
také naznaCuje, ze parakvat muze urychlit nebo zpusobit Parkinsonovu chorobu
(McCormack et al., 2002). Nejnizsi naméfena smrtelna davka u dospélého ¢loveéka je 17
mg/kg (Wesseling et al., 2001).
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2 Cile prace

Prace je soucasti SirSiho projektu, zaméteného na studium vlivu oxidativniho stresu
na telomerickou homeostazi u hmyzu a jeji hlavni nédplni byla optimalizace plsobeni
parakvatu pro indukci oxidativniho stresu a sledovani odezvy na antioxida¢ni urovni u D.
melanogaster a L. migratoria.

Konkrétni cile zahrnovaly (1) optimalizaci protokolu pro pfipravu testovanych vzorkd,
(2) stanoveni optimalni davky parakvatu pro sledovani antioxida¢ni odezvy, (3) vyhodnoceni
transkripéni a enzymatické aktivity katalazy a superoxiddismutazy pii pisobeni parakvatu,
(4) sledovani antioxida¢ni odezvy v zavislosti na pohlavi u D. melanogaster,

(5) vyhodnoceni hladiny peroxidu.
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3  Material a metody

3.1 Pokusné organismy

Drosophila melanogaster. K praci jsem pouzivala divoky kmen Oregon R, jehoz chov
byl udrzovan pii 25° C na bézném kukufi¢no-melasovém médiu (163 g kukufi¢ného Srotu,
33 g suSenych kvasnic, 16 g agaru, 200 ml melasy, 2,6 1 vody) spolu s desinfekénim
roztokem (240 ml denaturované¢ho etylalkoholu, 12 g kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny
sorbové).

Sarande Locusta migratoria. Sarancata byla pofizena od spole¢nosti Acheta farm
(MSené Lazn¢) a dale chovana v insektariu pii teploté 30° C pii 12-ti hodinové fotoperiodé.
SarancCata byla krmena pfedevsim zelim a senem, s pfidavkem Srotu a dalsi zeleniny ¢i

ovoce.

3.2 Indukce oxidativniho stresu

K vyvolani oxidativniho stresu byl pouzit parakvat dichlorid (Sigma — Aldrich,
katalogové ¢islo 36541). Pokusy na drozofile byly provadény na adultnich jedincich o stéfi
dva aZ sedm dnl od vylihnuti. Parakvat byl pfipraven v roztoku 1% sachardzy. Pokusnym
jedincim byl roztok, o objemu 400 pl, aplikovan na buniitou vatu, umisténou na dné
sklenéné vialky. Vzorek negativni kontroly obsahoval roztok 1% sachar6zy. Inkubace
probihala po dobu 12 — 14 hodin, béhem které byly vzorky chranény pied pfimym svétlem.
SaranCatim byl parakvat aplikovan pomoci mikroinjekéni stéikacky (Hamilton syringe,
Sigma), a to v 5-ti ul roztoku s vodou. Vpich byl umistén do druhého zadeckového ¢lanku a
byl veden podél télni stény. U jedinci negativni kontroly bylo injikovano 5 pl vody.
Inkubace probihala 16 - 18 hodin.

3.3 Priprava vzorki

K ptipravé jednotlivych vzorkil drozofily bylo pouZito 20 jedinct. U sarancete byla
vypitvana tkan mozku adultni samice. Tkan byla homogenizovana umélohmotnym tlou¢kem
v 50 mM draselno-fosfatovém pufru o pH 7,8. Homogenizace byla provadéna na ledu.
Po homogenizaci byly vzorky centrifugovany pii 10 000 otackach/min, 10 min, pii teploté 4
°C. Po centrifugaci byl odebrdn supernatant a opé&tovné centrifugovan pii 20 000
otaCkach/min, 10 min, pifi 4 °C. Odebrany supernatant byl pted pouzitim uchovavén na ledu

a bezprostiedné pted pouzitim dikladné promichén vortexem.
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3.4 lzolace celkové RNA

K izolaci celkové RNA bylo u drozofily pouzito 20 dospé€lych jedincti a u sarancete
tkan mozku. Izolace RNA byla provedena pomoci Kitu NucleoSpin RNA Il (MACHEREY -
NAGEL GmbH & Co. KG, katalogové cislo 740955.50), a to dle postupu doporuceného
vyrobcem. Pfesnd  koncentrace  ziskané celkové RNA  byla  vyhodnocena

spektrofotometricky.

3.5 Syntéza cDNA SMARTScribe TM reverzni transkriptazou

K syntéze ¢cDNA byl pouzit kit Super Script III First-Strand (Invitrogen, katalogové
¢islo 18080-051). Reakce byla provadéna dle doporuceni vyrobce. Tzn., K provedeni reakce
o jejim celkovém objemu 10 pl bylo pouzito 0,2 — 2 pg celkové RNA, 0,5 ul (50 uM)
oligo dT,1 ul DTP, 100 U reverzni transkriptdzy SmartScribe RT. Reakce byla provadéna
pti 42 °C, 90 minut a zavér reakce probéehl pii 70 °C po dobu 15 minut.

3.6 Real-time PCR

Pro vyhodnocovani hladiny transkripce genu pro katalazu a superoxiddismutazu bylo
vyuzito kvantitativni real-time PCR. Jako vnitini kontrola u drozofily slouzil gen
pro ribozomalni protein RpL 32 a u saranéete gen pro protein aktin. Primery navrzené

ke kodujicim sekvencim danych gent jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Tab. 1: Sekvence pouzitych primert u D.melanogaster.

Velikost _
Gen Nazev primeru Sekvence primeru
produktu
Cat2174F 63pb 5’-AAGCAAAATGGCTGGACGCG-3¢
Katalaza
Cat5822R 63pb 5-CAGGATAGGTCCTCGCGGA-3*
_ So0d2095F 875ph 5’-TCGAAATGGTGGTTAAAGCTG-3*
Superoxiddismutdza
So0d2970R 875ph 5’-AACTCGTGCACGTGGAATCC-3¢
Rol32 RpL32F/RpL32B 146pb 5‘-GGACAGTATCTGATGCCCAAC-3*
p
RpL32B/RpL32B 146pb 5‘- ATCTCGCCGCAGTAAACGC-3*
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Tab. 2: Sekvence pouzitych primerti u L. migratoria.

Velikost )
Gen Nézev primeru Sekvence primeru
produktu
Kot Cat50F 138pb 5’-TCGGCAAAGTAATTCTTGGGG-3*
atalaza
Cat209R 138pb 5’-ATTGCAACAGGAAACTTCCCC-3°
_ Sod49F 143pb 5’-ATTCGGTGACAACACTAACGG-3*
Superoxiddismutdza
Sod207R 143pb 5’-TCTCCAGTCAGAGAGATAACC-3*
Acti Act79PO_F 171pb 5’-TGTATGCCAACAATGTGCTG-3"
ctin
Act79PO_B 171pb 5’-ACAACGAAGCCAGGATGGAG-3*

Pro reakci byl vyuzit Syber Premix Ex Taq II (Takara, katalogové Cislo RRO81A) a
reakce byla provadéna na BioRad CFX96 Real-time System. Kazda reakce byla
ptfipravovana v duplikatech, v objemu o 25 pl, s primery o koncentraci 0,2 pmol/ul a slul
cDNA. Pribéh reakci byl 3min, 95 °C - (95 °C, 30 s — 58 °C, 30 s -72 °C, 20 s) 30x. U kazdé
reakce byla ziskana hodnota c; (,,cycle treashold®), ktera definuje cyklus amplifikace, kde
hodnota fluorescence v reakci piekona prahovou fluorescenci (,,threshold*). Cim je hodnota
ct mensi, tim vys$i je vychozi mnozstvi amplifikované DNA. Ziskané¢ hodnoty ct byly
piepocitany na zakladé komparativni metody podle vztahu R=Effre ™" / Effrager © 7, kde

Eff je uCinnost reakce, Ref je referencni gen, ct je ziskana hodnota ct, target je cilovy gen.

3.7 Vyhodnoceni enzymatické aktivity katalazy

Ke stanoveni enzymatické aktivity katalazy byl pouzit Amplex Red Catalase Assay Kit
(Invitrogen, katalogové cislo A22180) a bylo postupovano podle protokolu uvedenym
vyrobcem. K testovanému vzorku je pfidan peroxid vodiku, ktery je pfitomnou kataldzou
rozkladan na vodu a kyslik. Nezreagovany peroxid vodiku je detekovan reakci
s fluorogennim substratem Amplex Red, a to za pfitomnosti kifenové peroxidazy, ktera tuto
reakci katalyzuje. Reakci vzniké vysoce fluorescenéni produkt resorufin, jehoZz ptitomnost je
flurescence. Hodnoty fluorescence jsou odecitany od hodnot fluorescence slepého vzorku, tj.
vzorku, ktery obsahuje homogenizacni roztok, jako tzv. zmé&na fluorescence. Vedle reakci
testovanych vzorki jsou paralelné¢ provadény reakce standardni kiivky, tj. reakce
s definovanym mnozstvim kataldzy, coZ umoZiuje vypocet mnozstvi jednotek kataldzy
pfitomnych Vv testovanych vzorcich (Obr. 3). Udaj o mnozstvi jednotek katalazy je vysledné

vztazen k mnozstvi proteintl v danych vzorcich.
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Obr. 3: Standardni kiivka pro méfeni aktivity katalazy ziskanid v jednom z experimenti. Na ose y jsou

zaznamenany hodnoty zmény fluorescence a osa X urcuje pocet jednotek (U) na 1 ml roztoku.

3.8 Vyhodnoceni enzymatické aktivity superoxiddismutazy (SOD)

Enzymatickd aktivita superoxiddismutizy byla vyhodnocovdna pomoci SOD
determination kit (Sigma — Aldrich, katalogové ¢islo 19160), kdy bylo postupovano podle
protokolu uvedeného vyrobcem. Princip metody spoéiva ve vytvoieni Cerveného barviva
formazanu, a to po redukci tetrazoliové soli superoxidovym aniontem, produkovanym
na zéklad¢ aktivity xantin oxidazy. Vznik superoxidovych radikald je inhibovan pfitomnosti
superoxiddismutazy, ktera superoxidovy radikal rozklada na kyslik a peroxid vodiku. Tzn.,
Ze se shizujici se aktivitou SOD v testovaném vzorku vzristd pfitomnost formazanu. 50%
inhibice vzniku superoxidovych radikali odpovida aktivit¢ 1U SOD v reakci. Pfitomnost
formazanu je vyhodnocovana spektorofotometricky pti 440 nm.

Rekce byla provadéna s 20 ul 5x, 10x a 20x fedéného vzorku. Pro kazdé fedéni byla
vypocitana procentuelni mira inhibice reakce, a to dle vztahu
inhibice (%) = {[(A blank 1 — A blank 3)-(Avzorku= A blank2)] / (A blank 1 — A blank 3)}*100, kde A je
absorbance. Blank neboli slepy roztok je identicky roztok, ktery neobsahuje analyzovanou
latku. Pti ptfipravé blanku 1 a 3 jsem namisto vzorku pouzila H,O a blank 3 navic
neobsahoval enzymaticky roztok, nybrz roztok fedici. Ze ziskanych hodnot byla vytvotfena
kalibra¢ni kitivka, ktera sledovala miru inhibice v zavislosti na fedéni (Obr. 4). Z udaju
fedéni a miry inhibice byla pomoci programu Excell vypocitana funkce ,slope” a
intercept“, kde ,,slope* je smérnice pfimky a ,,intercept je priise¢ik s 0sou y. Redéni, které
vykézalo 50% inhibici reakce, tj. obsahovalo 1U SOD, bylo vypoc¢itano jako 50x (slope) -

(intercept). Ze zjiStén¢ho fedéni bylo vypocteno mnozZstvi jednotek SOD v testovaném
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vzorku a toto mnozstvi bylo vztazeno na mnozstvi celkovych proteini. Méteni bylo

opakovano 3 - 7X.
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Obr. 4: Standardni kiivka pro méfeni aktivity superoxiddismutazy. Na ose y jsou zaznamenany hodnoty fedéni
enzymu superoxiddismutazy a osa X uréuje inhibici reakce. 50% inhibice se vyskytuje v fedéni cca. 0,01, coz

odpovida 1 U SOD v nefedéném roztoku.

3.9 Vyhodnoceni vodnych hydroperoxidi

Vyhodnoceni peroxidii bylo stanoveno pomoci PeroxiDetect kit (Sigma — Aldrich,
katalogové ¢islo PD1-1KT). Pti pokusu bylo postupovéano podle protokolu vyrobce. Princip
vyhodnoceni peroxidi je zalozen na faktu, 7e peroxidy oxiduji Fe? ionty na Fe®. Fe? vytvaieji
barevny adukt s xylenolou oranzi, jehoz pfitomnost je vyhodnocovana spektrofometricky pti
560 nm. Barevnost produktu je zesilena obohacenim reakéni smési o sorbitol. Nejprve je
sorbitol pfeménén peroxidem vodiku na peroxidovy radikal a poté tento radikdl iniciuje

oxidaci Fe? iontu na iont Fe® a formuje barevny adukt s xylenolovou oranZi.

3.10 Méreni celkovych proteint

Ke stanoveni celkovych proteinii byl pouzit BCA Protein Macro Assay Kit (Serva,
katalogové cislo 39228) a bylo postupovéano dle protokolu vyrobce. Pro méfeni celkovych
proteinit byly pouzity 10x fedéné vzorky. Metoda méfeni celkovych proteinit vyuziva
alkalické redukce médnatého iontu na médny protein a nasledné chelatace kyseliny
bicinchoninové, za vzniku Cerveného barviva, jehoz absorbance je spektrofotometricky
vyhodnocena pii 562 nm. Mnozstvi proteinli je kalibrovano dle paralelné ptfipravovanych

reakci standardni kiivky s BSA (bovine serum albumin) (Obr. 5).

18



0,7
0,6

0,5 /

0,4 /

0,3

0,2 /

0,1 /

0 / : : : : : .

0 200 400 600 800 1000 1200
A

ug/ml

Obr. 5. Kalibra¢ni ktivka BCA, kde osa x udava hodnoty absorbance kalibra¢ni kiivka a osa y vyjadiuje

mnozstvi standardu na 1 ml.

3.11 Statisticka analyza
Statistické analyzy dat byly provedeny pomoci GraphPad Prism 3.01 softwaru.

Z namétenych dat byla zjistovana zavislost vysledki testd na zvySeni/snizeni antioxidac¢nich
enzymu. Analyzou byly srovnany hodnoty jednotlivych koncentraci spolu s kontrolou. Pro
vyhodnoceni enzymatické aktivity katalazy a superoxiddismutdzy byl pouzit jednocestny
parovy t-test na hladin€ 5% vyznamnosti. Parovy t-test je metoda zalozena na shod¢ prameéri
pro dva zavislé vybéry. Transkripéni aktivita enzymii byla vyhodnocena jednocestnym
neparovym t-testem na hladin€ 5% vyznamnosti. Primémé hodnoty nachdzejici se ve

vysledkové ¢asti, jsou uvedeny spole¢né se smérodatnou odchylkou.
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4  Vysledky

4.1 D. melanogaster
4.1.1 Vyhodnoceni enzymatické aktivity SOD

Pfi vyhodnocovani enzymatické aktivity SOD byl oxidativni stres indukovan
parakvatem o koncentracich pouzitych v nékterych zdfive publikovanych studii
(Rzezniczak et al., 2011; Vettraino et al., 2001; Wang et al., 2001). Koncentrace tedy byly
25 x 107, 25 x 10 a 25 mM s dobou ptisobeni 12 - 14 hodin. Navzdory o¢ekavani jsem i
pii opakovanych pokusech u téchto koncentraci ve srovnani s kontrolou nalézala pokles
aktivity SOD. Jednim z moznych vysvétleni byla nevhodnost protokolu, ktery byl pro
ptipravu vzorkd pouzit. Proto jsem v dalsi fazi prace testovala mozné varianty protokoli.
Byl testovan vliv anestezie much, kdy byly mouchy uspavany bud pomoci CO; nebo
chladem, a také bylo testovano stafi much. Dale byla optimalizovana piiprava homogenatu.
Homogenizace tkané byla provadéna plastovym tlou¢kem v 0,2 mM fosfatovém pufru o pH
7,8 nebo 50 mM draselno-fosfatovém pufru o pH 7,8. Rovnéz byl testovan vliv sonikace
homogenizovanych vzorki, vortexovani vzorkt ¢i razné rychlosti centrifugace. Pokusy byly
provadény u skupiny dospélcti, ve které byla obé pohlavi zastoupena rovnomeérné S tim, ze
mouchy byly nejdéle den po vylihnuti roztfidény podle pohlavi a uchovavany oddélené, aby
nedoslo k vzajemné interakci obou pohlavi. Nicméné pfi testovani uvedenych postupi nebyl
pfi pouziti danych koncentraci parakvatu v aktivitt SOD zadny narust nalezen (data

neukazana).

To vedlo k mému dal$imu piedpokladu, ze tyto koncentrace parakvatu mohou byt
prilis vysoké a také, ze toxicky vliv parakvatu pii téchto koncentracich vede k moznému
kolapsu antioxidacni obrany. Proto jsem pfistoupila na testovani koncentraci parakvatu
od 25 x 10° az 25 x 10° mM. V souladu s piedpokladem jsem skute¢né pii téchto
koncentracich zacala opakované ziskavat signifikantni nartst antioxidacni aktivity (Obr. 6).
Vysledkem méteni u kazdého vzorku bylo mnoZzstvi jednotek SOD v jednom pg celkovych
proteinil. Z naméfenych hodnot aktivity SOD ze vSech koncentraci je patrné, Ze maximalni
aktivita SOD je dosazena pii koncentraci parakvatu 25 X 10* mM a pii vysSich

koncentracich parakvatu aktivita SOD klesa.
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Obr. 6: Zmény aktivity superoxiddismutazy D. melanogaster po piisobeni parakvatu. Hodnoty koncentrace

jsou uvedeny Vv jednotkach mM.

4.1.2 Vyhodnoceni enzymatické aktivity SOD mezi pohlavimi
Po zjisténi, Ze ke zméné aktivity superoxiddismutizy dochdzi jiz pii relativné

nizkych koncentracich, se nabizelo rozvinout sérii pokusii oddélen¢ u obou pohlavi, protoze
je obecné predpokladano, ze funkce antioxida¢nich enzymi muze byt ovlivnéna pohlavim.
Primérné mnozstvi jednotek SOD v 1 pg celkovych proteinti ve vzorcich kontroly se lisilo
nepatrné. U samic primérné mnozstvi U SOD/ pg celkovych proteinti bylo 0,014 + 0,0017 a
u samcu to bylo 0,0161 + 0,0009. AvSak bylo zajimavé, ze pfi testovani homogenatu
pripraveného z obou pohlavi, kdy rovnéz byla obé pohlavi pti plisobeni parakvatu drzena
dohromady, se toto mnozstvi pohybovalo primérné kolem 0,0206 + 0,0019 U SOD v 1 ug
celkovych proteind. K maximalnimu nartGstu aktivity SOD u obou pohlavi dochazi
pii koncentraci 25 x 10 mM (Obr. 7 a 8). Pokud porovname nariist zmény aktivity SOD,
zjistime, ze hladina aktivity je u vSech koncentraci u pohlavi drzenych spolu mnohem vyssi,

nez u jednotlivych pohlavi drzenych zvlast’ (Obr. 6,7 a 8).
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Obr. 7: Zmény aktivity superoxiddismutdazy samcti D. melanogaster po pusobeni parakvatu. Hodnoty

koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach mM.
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Obr. 8: Zmény aktivity superoxiddismutdzy samic D. melanogaster po pulisobeni parakvatu. Hodnoty

koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach mM.

4.1.3 Vyhodnoceni enzymatické aktivity katalazy
Aktivita kataldzy byla vyhodnocovéna pii koncentracich parakvatu 25 x 10, 25 x 10,

25 x 10,25 x 107, 25 x 10" a 25 mM. Vysledkem méfeni u kazdého vzorku bylo mnozstvi
jednotek CAT v jednom pg celkovych proteind. Praimérné mnozstvi jednotek CAT v 1 pg
celkovych proteinti kontroly bylo ze vSech osmi opakovani 0,000953 + 0,0002. Z vysledka

je patrny naristajici trend, ktery vrcholi u koncentrace 25 x 102 mM a dale se aktivita
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katalazy snizuje (Obr. 8). Davky parakvatu u koncentraci 25 x 10" a 25 mM ziejmé jiz

ptesahuji kritickou koncentraci, za kterou je aktivita katalazy utlumena (Obr. 9).

0,06

0,05 T T

0,04 -

0,03 -

proteint

0,02 -

0,01 -

Pocet jednotek katalazy v 1 mg

0 -

Kontrola 25x10° 25x10% 25x10% 25x102 25x101 25

Obr. 9: Zmény aktivity katalazy dospélcti D. melanogaster po pusobeni parakvatu. Hodnoty koncentrace jsou

uvedeny v jednotkach mM.

4.1.4 Vyhodnoceni enzymatické aktivity katalazy mezi pohlavimi
Dal$im cilem bylo porovnat zvySeni funkce kataldzy mezi pohlavimi. Primérné

mnozstvi U CAT/ mg celkovych proteinii u samic v kontrolnim vzorku bylo 0,0447 + 0,0028
a u samcu v kontrolnim vzorku to bylo primérné mnozstvi 0,048 + 0,0044 (Obr. 10 a 11).
Pti testovani obou pohlavi dohromady se toto mnozstvi pohybovalo primérné kolem
0,046 + 0,0045 U CAT vl pg celkovych proteinti (Obr. 9). Srovnanim aktivity CAT mezi
pohlavimi byl dale pozorovan posun maximalni aktivity (Obr. 10, 11 a 12). Zatimco u samct
dochazi ke zvyseni nariistu aktivity katalazy jiz u koncentraci 25 x 10° a 25 x 10 mM,

reakce samic na parakvat je opozdéna a dochazi k ni az pti koncentracich 25 x 10 mM.
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Obr. 10: Zmény aktivity katalazy samci D. melanogaster po ptsobeni parakvatu. Hodnoty koncentrace jsou
uvedeny v jednotkach mM.
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Obr. 11: Zmény aktivity katalazy samic D. melanogaster po pisobeni parakvatu. Hodnoty koncentrace jsou
uvedeny Vv jednotkach mM.
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Obr. 12: Zmény aktivity kataldzy mezi pohlavimi u D. melanogaster po ptlisobeni parakvatu. Hodnoty

koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach mM.

4.1.5 Vyhodnoceni transkrip¢ni aktivity superoxiddismutazy a katalazy mezi
pohlavimi
Dalsim dikazem oxidativniho stresu je hladina transkripce antioxida¢nich enzymii.

Témeft u vSech vzorkli obou pohlavi je zfejmy narlst transkripce vzhledem ke kontrole (Obr.
13-16). U samic je také patrny jasny trend narustu/poklesu aktivity s ménici se koncentraci
parakvatu. U SOD transkripéni aktivita vrcholi u koncentrace 25 x 10 nmol a od této
hodnoty dale klesa (Obr. 13), u CAT je maximalni nartist pii koncentraci 25 x 10 nmol
(Obr. 15).
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Obr. 13: Zmény transkripéni aktivity superoxiddismutayz u samic D. melanogaster po pusobeni parakvatu.
Hodnoty koncentrace jsou uvedeny v jednotkach mM.
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Obr. 14: Zmény transkripéni aktivity superoxiddismutazy u samct D. melanogaster po puisobeni parakvatu.
Hodnoty koncentrace jsou uvedeny v jednotkach mM.
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Obr. 15: Zmény transkripéni aktivity katalazy u samic D. melanogaster po plsobeni parakvatu. Hodnoty
koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach mM.
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Obr. 16: Zmény transkripéni aktivity katalazy u samci D. melanogaster po plisobeni parakvatu. Hodnoty
koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach mM.

4.1.6 Vyhodnoceni vlivu pohlavi na mortalitu
Dalsim dikazem negativniho vlivu oxidativniho stresu u D. melanogaster je jeho vliv

na mortalitu. Oxidativni stres byl vyvolan parakvatem o nejvysSi koncentraci, pouzité
v piedchozich pokusech, tj. 25 mM. Z vysledki mortality samic a samcii, kdy byla ob¢
pohlavi pfed plsobenim parakvatu drzena po 24 hodin oddélené¢ a také odd€lené dana

na parakvat, je ziejma vyssi mortalita samct nez samic (Obr. 17). Pokud vsak byli jedinci
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na parakvat dani spole¢né (v grafech oznacovano jako samci/samice mix), doslo po cca 24
hodinach k viditelnému néartistu mortality u samic a naopak k poklesu u samct (Obr. 18, 20,
21). V ptipadé, ze byli jedinci pfed ptisobenim parakvatu drzeni dohromady (opét po 24
hodin) a také dani spole¢né na parakvat (v grafech oznafovéano jako samci/samice mix II),
byla mortalita u obou pohlavi zaznamendna jako nejvyssi. (Obr. 19). V tomto piipad¢ samci

taktéz vykazovali vy$s$i mortalitu oproti samicim (Obr. 19).
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Obr. 17: Vliv pohlavi na mortalitu samcl a samic D. melanogaster po pusobeni 25 mM parakvatu po dobu 37
hodin.
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Obr. 18: Vliv pohlavi na mortalitu pti vzadjemné interakci pohlavi D. melanogaster po ptsobeni 25 mM

parakvatu po dobu 37 hodin.
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Obr. 19: Vliv pohlavi na mortalitu pii dlouhodobé vzajemné interakci pohlavi D. melanogaster po ptisobeni 25

mM parakvatu po dobu 37 hodin.
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Obr. 20: Vliv interakce pohlavi na mortalitu samct D. melanogaster po ptisobeni 25 mM parakvatu po dobu

37 hodin.
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Obr. 21: Vliv interakce pohlavi na mortalitu samic D. melanogaster po ptisobeni 25 mM parakvatu po dobu 37
hodin.

4.1.7 Vyhodnoceni pritomnosti vodnych hydroperoxidi po piisobeni parakvatu

Pro testovani vodnych peroxidi byly vyuzity stejné koncentrace parakvatu jako
v piedeslych experimentech, tj. koncentrace 25 x 10°, 25 x 10 25 x 10 25 x 107
25 x 10" a 25 mM a doba pusobeni byla 12 - 14 hodin. Nicméné i pfi opakovanych
pokusech nebyla vzhledem ke kontrole zvySena pfitomnost vodnych peroxidi zaznamenana.
Vzhledem k potvrzenému narustu oxidativniho stresu pii pouzitych koncentracich, je
nezvysena hladina vodnych peroxidi patrné pouze metodicky problém. Z ¢asovych divoda

ovsem nebylo mozné testovat dalsi modifikace protokolu.

4.2 L. migratoria
4.2.1 Vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity

Jako marker antioxidacni aktivity byla u L. migratoria vyhodnocovana enzymaticka
aktivita SOD.  Pfi piasobeni parakvatu byl pozorovan vyrazny narist jednotek
superoxiddismutazy. Maximalni néardst byl pozorovan pii koncentraci 8 x 10° pM, zatimco
pii testovani koncentrace parakvatu 2 x 10° pM byl pozorovan pokles téméf na hodnotu
kontroly (Obr. 22).

Na transkripéni Grovni byla testovana superoxiddismaza a kataldza. Bylo prokézano,
e pri koncentraci 4 x 10° pM dochazi k signifikantnimu naristu transkripce katalazy, pfi
koncentracich 8 x 10% a 2 x 10° pM se transkrip&ni aktivita jiZ snizuje (Obr. 23). U aktivity
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superoxiddismutdzy byl v testovanych vzorcich vzhledem ke kontrole nalézan jeji pokles
(Obr. 24).
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Obr. 22: Zmény aktivity superoxiddismutazy dospélci L. migratoria po pusobeni parakvatu. Hodnoty
koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach pM.
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Obr. 23: Zmény transkrip¢ni aktivity superoxiddismutazy L. migratoria po pusobeni parakvatu. Hodnoty

koncentrace jsou uvedeny Vv jednotkach pM.
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4.3 Statistické vypracovani vysledki
Prikaznost vysledkii byla vyhodnocena pomoci statistické analyzy dat. Vysledné
hodnoty pro D. melanogaster (Tab. 3 a 4) a pro L. migratoria (Tab. 5) jsou znazornény nize.

Tab. 3: Statistické vyhodnoceni vysledkl enzymatické aktivity SOD a CAT u M.
melanogaster.

D. melanogaster
Enzymaticka aktivita
SOD CAT
) 3 ? @3 3 ?
parakvat t-test t-test t-test t-test t-test t-test
koncentrace

(nmol) p p p p p p
0,00025 p=0,0453* | p=0,1961 | p=0,0795 p=0,0315* | p=0,0124*
0,0025 p=0,0289* | p=0,4157 | p=0,2358 p=0,0232* | p=0,0739
0,025 p=0,0026** | p=0,0401* | p=0,2903 p=0,1065 | p=0,061*
0,25 p=0,0,0127* | p=0,2302 | p=0,0792 | p= 0,0092** | p=0,0328* | p=0,2401
2,5 p=0,1626 | p=0,0611 | p=0,1258 | p=0,178 p=0,306 | p=0,2566

25 p=0,0193* p= 0,699

* p < 0,005, tj. prikazné
**p < 0,001, tj. vysoce prukazné

Tab. 4: Statistické vyhodnoceni vysledkl enzymatické a transrip¢ni aktivity SOD a CAT u
D. melanogaster.

D. melanogaster
Transkripcni aktivita
SOD CAT
3 ? 3 e
parakvat t-test t-test t-test t-test
koncentrace (nmol) p p p p
0,00025 p=0,0089** p=0,0446* p= 0,0059* p= 0,0647
0,0025 p=0,0672 p=0,0487* p=0,2306 p= 0,0055**
0,025 p=0,1070 p= 0,0305* p=0,1124 p= 0,0499*
0,25 p=0,2970 p=0,0075** p=0,3944 p=0,0569
2,5 p=0,0313* p=0,1614 p=0,2231 p=0,1503
25 p=0,344* p=0,0603 p=0,1231

* p < 0,005, tj. prikazné
** p < 0,001, tj. vysoce prukazné
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Tab. 5: Statistické vyhodnoceni vysledkt transkrip¢ni aktivity SOD a CAT u L. migratoria.

L. migratoria
Transkrip¢ni aktivita Enzymaticka aktivita
SOD CAT SOD
parakvat t-test t-test parakvat t-test
koncentrace (pmol) p p koncentrace (pmol) p
400 p=0,4136 p= 0,0499* 800 p=0,0022**
800 p=0,1344 | p=0,0047** 200 000 p=0,0386*

* p < 0,005, tj. priikazné
**p < 0,001, tj. vysoce prikazné
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5 Diskuse
Tato bakalafskd prace je zaméfena na vyhodnoceni enzymatické a transkripcni aktivity
antioxida¢ni enzymu superoxiddismutazy a katalazy u D. melanogaster a L. migratoria

pii zvySeném oxidativnim stresu a na jejich rozdily v zavislosti na pohlavi.

Utinky oxidativniho stresu vyvolané parakvatem byly zkoumény v fadé studii, a to
z hlediska jeho vlivu na antioxidac¢ni obranu (Mockett et al., 1999; Rzezniczak et al., 2011),
mortalitu (Rzezniczak et al., 2011; Wang et al., 2001), na sledovani lokomo¢ni aktivity
(Inamdar et al., 2012; Koh et al., 2006), délku zivota (Vettraino et al., 2001) ¢i reprodukci
(Wang et al., 2001). Dle dostupnych studii se mira mortality pii pouziti napiiklad10 mM
parakvatu v 1-5 % sachar6ze pohybuje béhem 48 hodin od 46 do 64 % (Seto et al., 1990;
Rzezniczak et al., 2011; Phillips et al., 1989; Zou et al., 2000) s maximalnim pfezitim
3,5 — 4,4 dni (Inamdar et al., 2012). Intenzita letdlnich u¢inkl parakvatu mize byt ovlivnéna
faktory, jako je charakter nosného média, kdy napt. mortalita u much, krmenych roztokem
10 mM parakvatu se sacharézou, byla srovnatelna s 30 mM parakvatem v kukufi¢no-
melasovém médiu (Rzezniczak et al., 2011) ¢i stafim testovanych jedinct (Peng et al., 2012;
Minois, 2001). Dale Ize uvazovat o environmentalnich vlivech a pfedev$im o vlivu pohlavi
(Le Bourg a Fournier, 2004; Minois, 2001) a skrytych genetickych faktorech v genetickém
pozadi testovanych jedinci. Stejné jako i u dalSich stresovych podminek, byla k parakvatu
prokazana vyssi citlivost sam¢iho pohlavi (Minois, 2001; Lushchak, 2011). Nicméné
doposud zadna publikace nenabidla informaci o tom, jestli mira pisobeni parakvatu muze
byt ovlivnéna také vzdjemnou interakci pohlavi. U samct, ktefi byli drZeni izolované
od samic, ma studie potvrdila vyssi citlivost k pusobeni parakvatu, a to jak z hlediska
mortality, tak i z hlediska nardstu aktivity SOD (samci vykazali nejvyssi nartst aktivity
SOD pfti koncentracich 100x nizSich nez tomu bylo u samic). A krom toho mé vysledky
naznacuji, Ze ucinky parakvatu mohou byt skutecné¢ odliSné, pokud jsou pii pisobeni
parakvatu pohlavi drzena pospolu ¢i nikoliv. Zejména z vysledkli mortality je patrné, Ze
interakce obou pohlavi zvySuje negativni dopad parakvatu, a to na jedince obou pohlavi,
nicméné s vyjimkou samcii v pribéhu obdobi 18-37 hodin po iniciaci interakce. Zvysena
mortalita u spole¢né¢ drzenych much pfinasi dikaz toho, Ze zvySenad aktivita SOD,
pozorovand u téchto much, je spiSe znamkou stresu nez benefitni reakci ziskanou vzajemnou
interakci. Mimoto pro zvySenou miru stresu hovoii také zvySené hladiny SOD jiz
pii koncentracich 25 x 10° a7z 25 x 10° a naopak nahly pokles u vysSich koncentraci.

Nicméné o ditvodech pozorovanych zmén lze bez ptidruzenych behavioralnich studii jen
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stézi spekulovat. Rovnéz by bylo tieba provést dalsi experimenty zaméfené na mortalitu
much pfi podminkach, které by umoznily sledovat mozny vliv ¢asové délky interakce much

a rovnéz jejich stari.

Aktivita superoxiddismutazy a katalazy pii pusobeni parakvatu byla studovana
v n¢kolika dosavadnich publikacich. Tyto studie, na rozdil od mé bakalaiské prace,
pracovaly pouze s pomérné uzkym rozsahem koncentraci parakvatu, tj. od 5 do 40 mM
(Rzezniczak et al., 2011; Mockett et al., 1999; Peng et al., 2012), kdy byl nalézan nepatrny
narust aktivity superoxiddismutazy ¢i naopak pokles aktivity obou enzymu. V mé bakalaiské
praci jsem testovala rozsah koncentraci od 25 x 10° do 25 mM a V porovnani
S publikovanymi vysledky je zfejmé, Ze se narust aktivity antioxidacnich enzymi v urcitych
koncentracich 1i8i, coz muzeme vysvétlit rozdilnosti pracovnich postupi, pouzitého
materialu a zejména genetickou rozdilnosti pouzitych much. V piipad¢ SOD mohu také
konstatovat, ze ptredchdzejici studie pouzily pfili§ vysoké davky parakvatu, které¢ vedly,
Vv porovnani S nizkymi davkami v mé studii, pouze K nepatrnému nartstu aktivity SOD
(Rzezniezak et al., 2001). Ze ziskané¢ho profilu enzymatické aktivity u superoxiddismutazy
a katalazy, které ptind$i ma studie, je ziejmy posun, kdy dochazi k nartstu/poklesu ci
k maximu v aktivit¢ obou enzymu. Tento jev lze pfi¢ist dvéma faktim, vychazejicim
z funkce katalazy. Zaprvé, ze funkce kataldzy zavisi do jisté miry na funkci SOD, ktera
dismutaci radikdlu superoxidu vytvari peroxid vodiku, jenZ je vychozim substratem
pro katalazu. A zadruhé, ze aktivita enzymu katalazy je zahdjena az pti koncentracich H,O,

vyssich nez 10° M (Cohen a Hochstein, 1963).

Jako dal8i marker oxidativniho stresu byla vyhodnocovana transkripéni aktivita
antioxidacnich enzymu superoxiddismutazy a kataldzy. U kontrolnich vzorkli obou enzymii
byla transkrip¢ni hladina samct cca 10x vys§i nez u samic. Nelze surcitosti tvrdit, Ze
pozorovany rozdil je odezvou rozdilné citlivosti k parakvatu. Jak bylo prokazano, samci a
sami¢i genomy mohou vykazovat znacné rozdily v transkripcni aktivité celé fady gend, a to
tim, Ze téméf polovina genomu projevuje vyrazn€ odliSnou hladinu transkripce vzhledem
k pohlavi a s tim, Ze to jsou pravé geny, kodujici oxidoreduktazy, které jsou vice regulovany
u samcu nez samic (Harbison et al., 2005). Zatimco u samct byly hodnoty pii pusobeni
parakvatu z jednotlivych opakovani nesourodé a tim jakékoliv zmény nepriikazné, u samic
jsou hodnoty prikazné a jejich zmény viceméné kopiruji trend ve zméné enzymatické
aktivity. Jak u samic, tak u samci miizeme konstatovat, ze téméft u vSech testovanych vzorki

byl zjistén nartst aktivity vzhledem ke kontrolnim vzorktm.
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Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze zména aktivity antioxidacnich enzymui je
na transkripéni trovni mnohem vyraznéjsi, nez na tirovni enzymatické. Z toho lze usuzovat,
ze zmeény transkripéni aktivity, jsou citlivéjSim markerem pro vyhodnocovani oxida¢niho

stresu.
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6 Zavér a perspektiva vyzkumu

Ve své bakalafské praci jsem potvrdila vliv oxidativniho stresu, indukovaného
parakvatem na antioxidacni enzymy superoxiddismutazu a kataldzu, a to jak na enzymatickeé,
tak transkripéni Grovni. Vyznamnost prace, predevsim ve vztahu k odborné vetejnosti, 1ze
spatfovat zejména ve dvou bodech. Jednak se podafilo poukazat na problém vyuzivani ptilis
vysokych davek parakvatu v kombinaci s vyhodnocovanim antioxidac¢nich enzymu jako
markerti oxidativniho stresu a zadruhé se podafilo identifikovat dosud neprokdzany aspekt
pii pusobeni parakvatu na drozofilu, a to vliv vzajemné interakce pohlavi. Ma prace
prokazala, ze s ohledem K vysledkiim mortality a aktivity superoxiddismutazy, spole¢né
souziti jedinci obou pohlavi zvySuje citlivost k pusobeni parakvatu, tedy s velkou
pravdépodobnosti citlivost k oxidativnimu stresu. Nicmén¢ pro objasnéni skutecnych pticin
této zvysené citlivosti je tieba studii doplnit o dodate¢né experimenty, jako jsou behavioralni
studie, studie detailngji zaméfené na antioxidacni zmény u jednotlivych pohlavi,
experimenty s jinymi oxidativnimi stres-indukujicimi latkami a experimenty zamétené na

vliv stafi.
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8  Prilohy

Izolace celkové RNA

Pro izolaci RNA z D. melanogaster byl pouzit kit NucleoSpin RNA II od firmy
Macherey-Nagel. Nejprve zhomogenizujeme vzorek a to ve zkumavce spolu s 350 pl
roztoku RAT a 3,5 pl B-merkaptoetanolu a zkumavku dikladné zvortexujeme. K vycisténi
roztoku pouzijeme mikrozkumavku s filtrem, kterd je soucasti kitu (mikrozkumavka
s fialovym krouzkem na hrdle). Vzorek poté centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 otackéach
zaminutu. Filtr odstranime a k supernatantu ptidame 350 pl 100% etanolu a roztok
promichame pipetovanim. Nasledné roztok nepipetujeme do nové mikrozkumavky, ktera je
opét soucasti kitu (mikrozkumavka s modrym krouzkem na hrdle). Centrifugujeme po dobu
30 sekund a to ptfi 11000 otackach za minutu. Filtr nésledn¢ pfenddme do nové
mikrozkumavky a ptipipetujeme 350 pl roztoku MDB (Membrane Desalting Buffer) a opét
centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 otackach za minutu.

Dale si pripravime reakéni smés DNazy. Do sterilni mikrozkumavky napipetujeme
pro kazdou reakci 10 pl rDNézy a 90 ul reakéniho pufru pro rDNéazu. Michame pievracenim
mikrozkumavky. Ke kazdému vzorku nasledné ptiddme 95 pl této smési, kterou
napipetujeme po celém filtru a nechame stat 15 minut pii pokojové teploté.

Nésleduje promyvani membrany. Na filtr napipetujeme 200 pl pufru RA2 a
centrifugujeme 30 sekund pii 11 000 otdckach za minutu. Supernatant vylijeme a filtr
umistime do nové mikrozkumavky a ptidame 600 pl pufru RA3 a znovu centrifugujeme
za stejnych podminek. Kapalinu odstranime a filtr umistime zpét do mikrozkumavky. Déle
pfidame 250 pl pufru RA3 a centrifugujeme po dobu 2 minut pfi stejnych podminkach jako
v predchozim kroku. Tim se membrana vysusi.

Kolonku umistime do nové ,nuclease-free” mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.
Napipetujeme 60 pl ,,RNase-free vody a centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 otackach

za minutu. Vyizolovanou RNA uchovavame pfi teploté -80 °C.

Syntéza cDNA SMARTScribe TM reverzni transkriptazou

Pro syntézu cDNA pouzivame kit Super Script Il First-Strand od firmy Clontech.
Nejprve si vytvofime mix, ktery obsahuje 0,2 — 2 ug celkové RNA, 0,5 ul oligo dT (50 uM)
a doplnime ,,RNAse-free* vodou do 5 pl. Smés zahiejeme na teplotu 72 °C po dobu 3 minut
a pak vzorek neprodlené pieneseme na led, kde jej inkubujeme alespon 2 minuty. Poté ke

vzorku pfiddme mix 2 pl 5x First-Stand Buffer, 1 pl DTP mixu a 1 pul 20 mM DTT a
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centrifugujeme. Jemné promichame pipetou a piidame 1 pl (100 U/ul) SmartScribe RT a
opét opatrné promichame. Roztok poté inkubujeme pii teploté 42 °C po dobu 90 minut.

Reakci ukoné¢ime zahiatim smési na teplotu 70 °C po dobu 15 minut.

Determinace peroxidi vodnych roztoku

Pro determinaci peroxidd vodnych roztokt pouzivame kit PeroxiDetect Kit od firmy
Sigma. Nejprve pfipravime pracovni roztoky. Jako prvni namichame 100 uM hydrogen
peroxidovy standard. Zasobni 30% roztok hydrogen peroxidu nafedime tak, abychom zistali
koncentraci 10 mM. Poté determinujeme piesnou koncentraci 10 mM hydrogen peroxidu
absorbanci pfi 240 nm. Absorbance Az 10 mM roztoku je 0,436. Vypocitame mnozstvi 1
MM roztoku a toto mnozstvi nafedime 10X pro ziskani findlniho 100 uM roztoku. Pro
ptipravu Working Color Reagent smichame Ferrous Ammonium Sulfate Reagent s Aqueous
Peroxide Color Reagent v poméru 1:100. Pro vytvofeni roztoki standardni kiivky H,O; z

100 uM H,0; postupujeme dle tabulky.

Tab. 6: Mnozstvi objemt reakénich smési pro vytvoreni standardni kiivky.

nmoly na reakéni objem ul (100 uM H202) ul (H20)
0 0 20
1 2 18
2 4 16
4 8 12
6 12 8
8 16 4

Na mikrotitraéni desti¢ku napipetujte 20 pl testovaného vzorku pro kazdou jamku.
Ke vzorkim ptidame 200 pul Working Color Reagent, promichame a pii pokojové teploté

inkubujeme po dobu 30 min.

Absorbanci vyhodnocujeme pii 560 nm, za pouziti H,O jako blanku. Pokud je signal
pfili§ vysoky, absorbanci vyhodnotime pii 590 nm. Z naméfenych absorbanci piipravime
standardni kiivku a odeéteme mnozstvi nmolu testovaného H»O,. Mnozstvi nmolt H,O,/ml

1ze vypocitat dle vztahu:

[A560(vzorku)— A560 (blank)]x fedici faktor
[A560(1 nmol peroxidu)]x objem vzorku(ml)

nmol H,O»/ml=
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Vyhodnoceni aktivity katalazy
Pro vyhodnoceni enzymatické aktivity katalazy pouzivame kit Amplex Red Catalase

Assay od firmy Invitrogen. Nejprve si nachystime zasobni roztoky. Pro piipravu 10 mM
roztoku Amplex Red Reagent nechame vytemperovat Amplex Red Reagent a
Dimethylsulfoxid (DMSO) na pokojovou teplotu. Poté 0,26 mg Amplex Red Reagent
rozpustime ve 100 ul DMSO. Dale si ptipravime 1x pracovni roztok Reaction Buffer a to ze
4 ml 5x Reaction Buffer stock solution a 16 ml dH,O. Pro piipravu 100 U/ml roztoku
Horseradish Peroxidase (HRP) rozpustime obsah vialky HRP ve 200 ul 1x Reaction Buffer
(z tohoto roztoku ptipravime aliquoty, které uchovavame pfi teploté -20 °C). A v neposledni
fad¢ ptipravime1000 U/ml roztok katalazy, kdy rozpustime obsah vialky katalazy ve 100 pl
dH,0 (po pouziti udélame aliquoty a ty umistime do -20°C).

Nejprve smichame 5 pl vzorku s 20 pl 1x Reaction Buffer. Pro piipravu vzorku
standardni kfivky nafedime roztok katalazy (1000 U/ml) spolu s 1x Reaction Buffer tak,
abychom ziskali ziskani sérii Sesti fedéni 0 koncentracich 0 — 4 U/pl.

Testované vzorky, vzorky standardni kiivky a kontroly naneseme na 96-jamkovou
desti¢ku, a to po 25 pl na jamku. Pfipravime si 40 uM H,0, roztoku smichanim 1 pl H,O, +
42,5 ul Hy0, ktery dikladné zvortexujeme. Roztok ptipraveného 20 mM H,0, o objemu
10 pl smichame s 4,99 ml 1x Reaction Buffer. 25 ul ptipraveného roztoku H,O, naneseme ke
vzorkim na desticce a inkubujeme 30 minut pii pokojové teploté. Dale si piipravime
Amplex Red Reagentu, kdy pro pfipravu jedné reakce smichame 49,3 ul 1x Reagent Buffer,
0,5 ul Amplex Red a 0,2 ul HRP. Naneseme 50 ul ptipraveného Amplex Red Reagentu ke
vzorkim na destic¢ce a znovu inkubujeme minimalné 30 minut pii teploté¢ 37 °C (chranime
pted svétlem). K vyhodnoceni fluorescence nebo absorbance v microplate reader vyuzivame
excitaci v rozsahu 530 — 560 nm a detekci emise pii 590 nm nebo vyhodnoceni absorbance
pti 560 nm. Pro zaznamenani zmény fluorescence nebo absorbance odecteme hodnoty

vzorku od negativni kontroly, tj. vzorku bez katalazy.
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Vyhodnoceni aktivity superoxiddismutazy

K vyhodnoceni aktivity superoxiddismutazy pouzivame SOD Assay Kit od firmy
Sigma. Ptipravime si fedici fadu vzorkl o fedéni 5, 10 a 20x. Déle vyrobime WST pracovni
roztok smichanim WST Solution s Buffer Solution v poméru 1:19. Pro pfipravu
enzymatického roztoku potifebujeme Enzym Solution, ktery centrifugujeme po dobu
5sekund a promichame pipetovanim. Poté enzym smichame s Dilution Buffer v poméru
1:166. Jako kontrolu spravnosti reakce smichame 1 pl ze zasobniho roztoku SOD o
koncentraci 0,001 U/ul spolu s 1000 pl Dilution Buffer.

Pro kazdé tedéni a SOD kontrolu piipravime reakci, kdy napipetujeme 20 pl
testovaného vzorku nebo 20 pl H,O (pro blank 1 a 3) na 96-jamkovou desticku. Dale
pfidame 200 pl WST pracovniho roztoku a 20 ul enzymatického roztoku. Pro blank 3
pouzijeme namisto enzymatického roztoku 20 pl Dillution Buffer. Vse dikladné
promichame a inkubujeme pii teploté 37 °C, 20 min.

Absorbanci zmétime pii 450 nm pomoci microplate reader ¢i na spektrofotometru a
vyhotovime kalibra¢ni kiivku. Vypocitdme procentuelni miru inhibice reakce (danou

ptitomnosti SOD) ze vzorce, kde A je absorbance.

Inhibice (%) = {[(Ablankl - Ablank3) - (ATest — Aplank Test)]/(Ablankl - Ablank3)} x 100.
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