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Cile prace

— Vypracovat literarni reSersi ohledné biologickych funkci thioredoxinového systému
u hmyzu, vcetné jejich gent, struktury, biosyntézy a funkce v antioxidacnim

systému a stresovych odpovédich, se zaméfenim na véelu medonosnou

— Vypracovat literarni reSer§i shrnujici publikované metody pro stanoveni aktivit

thioredoxinreduktas

— Testovat a optimalizovat vybrané metody stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy

ve vzorcich tkani véely medonosné



1  Uvod

Antioxidacni systém se u aerobnich organisma postupné vyvinul jako ochranny
mechanismus proti zvySujicimu se mnozstvi generovanych reaktivnich forem kysliku
a dusiku. Tyto reaktivni formy jsou vedlej§imi produkty aerobniho metabolismu,
podileji se na bunécné signalizaci a imunitni obran€, ovSem pii oxidacnim stresu, tzn.
zvySeni jejich hladiny nad antioxidacni kapacitu, zplsobuji poskozeni hlavnich
bunéénych komponent. Ruzné enzymové i neenzymové antioxidani mechanizmy
reguluji hladinu reaktivnich forem a hraji tak nezastupitelnou roli pro spravné fungovani

organismu (Chaitanya et al., 2016).

Vyznamné bunééné makromolekuly jako nukleové kyseliny, lipidy nebo proteiny
mohou byt interakcemi s reaktivnimi formami oxidovany a ztraceji tak svou funkci.
Urcité aminokyseliny obsazené v proteinech jsou citlivéjsi k oxida¢ni modifikaci nez
jiné. Zvlastni vyznam ma v tomto smeéru cystein. Thiolova skupina cysteinu muze
prochazet reverzibilni oxidaci, ktera ovliviiuje strukturu a funkci proteinu, coZz muze
vést az ke zménam v metabolické draze, jejiz soucasti je dany protein. Thioredoxinovy
systém se sklada z cilovych proteini obsahujicich tyto thiolové skupiny — thioredoxind
aenzymu thioredoxinreduktasy, jejiz katalyza probiha za ucasti NADPH. Slozky
thioredoxinového systému ptisobi v dithioldisulfidovych vymeénnych reakcich a reguluji
tak metabolické drahy v organismu. Slouzi tedy predev§im jako donor elektront pro
dalsi enzymy antioxidacniho systému ak regulaci proteini v reakci na ménici se

redoxni prostredi (Balsera & Buchanan, 2019).

Zatizeni oxida¢nim stresem u hmyzu je rizné, zalezi na mnoha vnéj$ich i vnitinich
faktorech, at’ uz se jedna o vyvojové stadium, zptusob obzivy, fyzicka aktivita, citlivost
na patogeny, Cistota okolniho prostredi ¢i vystaveni xenobiotikiim. V¢ela medonosna je
vyznamny hmyzi opylovag zastupujici diileZitou roli v nasem ekosystému. Radi se mezi
hmyz 1étavy a hlavné pii sbirani pylu a nektaru je neustdle vystavovana stresovym

podminkam.
Thioredoxiny tvofi nezanedbatelnou ¢ast antioxida¢niho systému hmyzu. Pochopeni
antioxidacnich mechanismt vcel a jiného hmyzu mize pomoci v jejich ochrané pied

stresovymi faktory.



2 Soucasny stav ireSené problematiky

2.1  Antioxida¢ni systém hmyzu

U organismu s aerobnim metabolismem je udrzovan ustaleny stav, tzv. homeostaza
mezi reaktivnimi formami kysliku (ROS) a dusiku (RNS) a antioxidanty (Farjan et al.,
2015). Tato rovnovaha je specificka pro kazdou organelu, pfi¢emz jakékoli jeji naruSeni
muize byt pro bunku a organismus $kodlivé. ZvySeni mnozstvi ROS nad kapacitu
antioxidantt je oznaCovano jako oxidacni stres a muze vést k oxidacnimu poskozeni.
Zména rovnovahy opacnym smérem, tedy ke zvySeni redukcni sily nebo antioxidant,
muze také zpusobit poskozeni a je definovana jako redukéni stres (Kohen & Nyska,
2002). Oxidacni stres zpusobuje disfunkci zakladnich biomolekul: peroxidaci lipida,
naruSeni nukleovych kyselin, modifikaci aminokyselin v proteinech a zméné jejich
biologické aktivity (Farjan et al., 2015). Destruktivni reakce ROS ¢i RNS pfispiva také
k procesum starnuti, karcinogenezi a bunééné smrti (Stowinska et al., 2016). S hrozbou
oxida¢niho stresu se bunky vyporadavaji pomoci antioxida¢niho systému, ktery se dale

déli na neenzymovou a enzymovou slozku (Chaitanya et al., 2016).

2.1.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku
Mezi reaktivni formy kysliku a dusiku patfi volné radikaly i neradikalové oxidanty
(Monaghan et al., 2009). Volné radikaly obsahuji alespoii jeden neparovy elektron
ve vnéj§i elektronové vrstvé. Pro dosazeni stability je tak nutné elektron odevzdat
¢i pfijmout, coz ma za nasledek jejich vysokou reaktivitu (Kohen & Nyska, 2002).
Nejucinnéjsi a nejdulezitéjsi volné radikaly jsou v biologickém kontextu superoxidovy
anionradikal (*Oy"), hydroxylovy radikal (*OH) a oxid dusnaty (NO) jako zastupce RNS.
Hlavnimi neradikdlovymi oxidanty jsou peroxid vodiku (H,O;), kyselina chlorna
(HCIO) a singletovy kyslik (‘O»). Jelikoz RNS zpisobuji odligné typy modifikaci
biomolekul nez ROS (Monaghan et al., 2009), bude se tato prace dale zamérovat jen na
ucinky ROS.

Asi 10 % celkového mnozstvi ROS je produkovano v zivociSnych burikdch zamérné
a slouzi k mnoha dilezitym funkcim, napf. bunécné signalizaci a transformaci Ci
imunitni obrané. Zbylych 90 % ROS wvznika jako vedlejsi produkt metabolickych
procest. V bunkach vysSich organismu se energie uklada ve formé ATP generovaného
v mitochondriich prostfednictvim elektronového transportniho fetézce, pficemz vice nez

80 % veskerého kysliku pouzitého buiikou je spotfebovano v tomto fetézci. Vyznamné
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biologické molekuly jako nukleové kyseliny, proteiny nebo lipidy mohou byt ROS
pfimo ovlivnény a poskozeny (Obr. 1). Tyto reakce pusobi kaskadovite, coz vede ke
vzniku vice molekul ROS. Zvlasté ohrozena je v tomto ohledu mitochondrialni DNA,
ktera se nachazi v misté s vysokou tvorbou ROS (Monaghan et al., 2009). Po interakci
s DNA muze dojit k modifikaci dusikovych bazi, rozpadu nukleotidovych vlaken ¢i
potlaceni funkce opravnych systéma nukleovych kyselin (Kohen & Nyska, 2002).
Nezadouci je také oxidace proteint, kdy se pozménuje jejich struktura a tim i funkce
v organismu. NaruSeny mohou byt jednotlivé aminokyseliny a sekundarni ¢i terciarni
struktury proteini (Monaghan et al., 2009). Pro bunku je dale nebezpe¢né poskozeni
membranovych lipida. Nachylnost lipidi k oxidaci radikaly je dana poétem dvojnych
vazeb, u polynenasycenych mastnych kyselin je vétsi riziko oxidace nez u nasycenych

a mononenasycenych mastnych kyselin (Hulbert et al., 2006).

xenobiotika
patologicka porucha R

* volné radikaly

R.
metabolické procesy )O)/
\ 0,", OH, '0,

————— antioxidanty
reaktivni formy

kysliku
\ oxidované HzN COOH

oxidované
nukleové kyseliny // aminokyseliny \('Z/Ha
_OH
oxidované nukleotidy H,0,
(o}

N N
L M >-oH
H,N N Y OH
- R = COOH
ey ’°c’;Vg“a"°s'" lipidovy radikal Z

/\(K—/E/R OH OH
i OH OOH 8-isoprostan
0”°N l \
thimidin glykol aldehydické
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—— e, R

Obr. 1 Schéma interakci ROS s jinymi biomolekulami. Pfevzato a upraveno od de Zwart et al.,
1999
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2.1.2 Oxidacni stres u hmyzu

Urovei oxida¢niho stresu u organism@ neni konstantni, ale méni se v zavislosti na
vyvojovém stadiu, podminkach prostfedi a stupni aktivity (Monaghan et al., 2009).
Hmyz je kvuli svému Zivotnimu stylu vice zatizen oxida¢nim stresem. Nejen ze je O,
transportovan difuzi pfimo z trachealniho systému do tkani, ale jeho spotfeba ve tkani
se navic zvySuje pii narocnéjsi fyzické aktivité, napt. letu (Korayem et al., 2012).
Rychlost metabolismu Iétavek vCely medonosné (Apis mellifera) se béhem letu zvysuje
10 az 100 krat v porovnani s nelétavymi délnicemi, a proto je pro udrzeni homeostazy
a zabranéni oxidacnimu stresu potieba vétsi antioxidacni obrany (Williams et al., 2008).
Zvysena produkce ROS u hmyzu muaze byt zapiic¢inéna i dal§imi biologickymi faktory,
mezi néz patfi sani krve anasledny rozpad hemoglobinu, funkce mikrobiomu
¢i oxidacni vzplanuti hemocytl pfi ochrané proti patogenum. Prostfedi, ve kterém
jedinec Zije, hraje také dulezitou roli. Znecistujici latky v prostfedi (kovy, polokovy)
anckteré organické slouCeniny vyvolavaji generovanim ROS oxidacni stres.
U bylozravého hmyzu je vykazovan stejny efekt pasobenim nékterych fenolickych latek
vytvafenych rostlinami v ramci rostlinnych ochrannych mechanizmi. Oxidacni ucinky

maji na hmyz také urcité herbicidy a insekticidy (Chaitanya et al., 2016).

2.1.3 Neenzymova slozka

Vyznamnou roli v antioxida¢nim systému hraji u hmyzu nizkomolekularni latky, které
reaguji s ROS méné specificky a jsou tak univerzalni ochranou organismu (Farjan et al.,
2015). Mezi hlavni antioxidanty patfi vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (kyselina
askorbova), karotenoidy, thioredoxin (popsan v kapitole 2.2.1) a  glutathion
(Garcia-Caparro0s et al., 2020; Stowinska et al., 2016). Podle Chaitanya et al. (2016) se
kromé& téchto latek na antioxidacni ochrané podileji taktéz proteiny vazajici zelezo —
feritin a transferin. U vcel byla mimo to ziSténa antioxidani funkce proteinu

vitelogeninu, prekurzoru vajecného zloutku (Seehuus et al., 2006).

2.1.3.1 Vitamin E

Pojem vitamin E oznacuje souhrnné tokoferoly a tokotrienoly, latky rozpustné v tucich.
Tokoferoly 1 tokotrienoly se vyskytuji ve Ctyfech izoformach: a, B, vy, a o, pfiCemz
nejvetsi antioxidacni aktivitu vykazuje a-tokoferol. Role antioxidantu je vyznamna pro
obranu membranovych lipidii. Volné radikaly iniciuji oxidaci nenasycenych mastnych
kyselin za vzniku peroxylového radikalu mastné kyseliny, jez muze dalsi reakci
zpusobit peroxidaci jiné mastné kyseliny. a-tokoferol vychytava

12
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Obr. 2 Schéma antioxidac¢niho pusobeni a-tokoferolu. Pfevzato a upraveno od Haslam, 2001.

peroxylové radikaly mastnych kyselin a zabrariuje Sifeni fetézové reakce, protoze
vytvofeny tokoferoxylovy radikal je diky své strukture relativné stabilni a tak
i nereaktivni (Obr. 2). Regenerace tokoferoxylového radikalu do ptvodni formy je

zprostfedkovana kyselinou askorbovou ¢i redukovanym koenzymem Q (Niki, 2014).

Za podminek oxidacniho stresu byl u octomilky obecné (Drosophila melanogaster)
po suplementaci vitaminem E zjistén pozitivni vliv na délku zivota organismu, avSak pfi
nestresovych podminkach nebyl tento efekt pozorovan. Z toho vyplyva, ze hlavni funkci
vitaminu E v D. melanogaster je podpora antioxidaniho systému pii stresovych

podminkach (Bahadorani et al., 2008).

2.1.3.2 Vitamin C

Vitamin C neboli kyselina L-askorbova je ve vodé rozpustna latka, jez pusobi jako
antioxidant ¢i kofaktor enzymu. VétSina zivocichi vCetné hmyzu neni schopna jeji
syntézy a musi ji pfijimat v potrav€. Antioxidacni schopnost kyseliny askorbové
spociva v odevzdani elektronu volnym radikalim, pficemz se vytvoii stabilni radikal
kyseliny askorbové. Tento radikal muze byt oxidovan na dehydroaskorbovou kyselinu
(Obr. 3) nebo naopak redukovan pomoci redukénich ¢inidel GSH ¢i NADH (Kohen &
Nyska, 2002).

Podle Farjan et al. (2015) ma kyselina askorbova podavana jako doplnék stravy
uvcel pfiznivy vliv na celkovy antioxidacni status, diky ¢emuz byla mimo jiné

zaznamenana snizend umrtnost ve vcelstvu béhem zimniho obdobi. Vysoka koncentrace
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Obr. 3 Mechanismus antioxida¢niho pusobeni kyseliny askorbové. Prevzato a upraveno od
Nimse & Pal, 2015.

vitaminu C ovSem muze mit v pfitomnosti zeleza opacny ucinek. Redukcni ucinek
. , o . v v 2 7 o v .

kyseliny askorbové zpisobuje pfeménu Fe’* na Fe®*, které miZe vystupovat jako

katalyzator Fentonovy reakce generujici hydroxylové radikaly z peroxidu vodiku

¢i superoxidu (Bahadorani et al., 2008).

2.1.3.3 Glutathion

Glutathion je tripeptid skladajici se z glutamatu, cysteinu a glycinu. Vyskytuje se
ve dvou formach — redukované (GSH) a oxidované (GSSG). Oxidovana forma vznika
spojenim dvou molekul GSH pifes —SH skupiny cysteini za tvorby disulfidového
mustku. V organismu je soucasti mnoha metabolickych drah, mimo jiné jako kofaktor
enzymu. Glutathion plni také funkci vyznamného antioxidantu, ktery pfimo reaguje
sROS. GSSG muze byt pieveden zpét do redukované formy za ucCasti
glutathionreduktasy (GR) a NADPH (Kohen & Nyska, 2002). D. melanogaster a jiné
druhy hmyzu ovSem ztratili gen pro GR, aproto byla funkce GR nahrazena
thioredoxinovym systémem. V tomto piipadé je GSSG redukovan na GSH pomoci
proteinu thioredoxinu, ktery se tak oxiduje a je nazpét redukovan v pfitomnosti NADPH

a enzymu thioredoxinreduktasy (Kanzok et al., 2001).

2.1.3.4 Karotenoidy

Karotenoidy se fadi do skupiny isoprenoidi osahujicich ve své struktufe az 15
konjugovanych dvojnych vazeb. Nejvyznamnéj§im zastupcem je f— karoten (von Lintig
et al., 2021). Jejich oxidaci vznikaji retinoidy, derivaty retinolu (vitamin A). Retinoidy
jsou u hmyzu nezbytné pro fadu biologickych funkci véetné zraku, reprodukce a reakce
imunitniho systému. Nizka hladina retinoidi u D. melanogaster muze vést ke slepoté
nebo vyvojovym malformacim. Karotenoidy jsou syntetizovany rostlinami a nékterymi
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druhy bakterii a hub, hmyzem jsou ziskavany z potravy. Pro vCely je dilezitym zdrojem

o— a B— karotenu prave pyl (Jumarie et al., 2017).

2.1.3.5 Transferin a feritin

Transferin a feritin jsou proteiny, které slouzi k transportu a skladovani zeleza (Dunkov
& Georgieva, 2006). Zelezo je esencialnim prvkem pro Zivé organismy a je soudasti
Siroké Skaly metabolickych procest vCetné transportu kysliku, fixace dusiku, pfenosu
elektrond a syntézy DNA. Muze mit ale také prooxidacni ucinek diky své schopnosti
katalyzovat tvorbu volnych radikalt, a to pomoci tzv. Fentonovy reakce, pii které
vznika z peroxidu vodiku velmi reaktivni hydroxylovy radikal za sou¢asné oxidace Fe**
iontd na Fe®*. Aby se zabranilo $kodlivym uginkdm Zeleza, je Zelezo vazano na proteiny

(Kim et al., 2008).

Transferin je monomerni protein pafici do rodiny proteint vazajicich zelezo (Dunkov
& Georgieva, 2006). Transferin je pritomen pfedev§im v séru, pficemz dvé tietiny
sérového transferinu existuji jako apotransferin, ktery dokaze rychle zachytit volné
zelezo uvolnéné zbunék. Hmyzi transferin puisobi jako transportni protein Zzeleza,
antibiotické ¢inidlo a vitelogenni protein pritomny ve vajicku pfi tvorbé zloutku. Kromé
toho se mnozstvi transferinu zvySuje pii stresové reakci na toxické jidlo, zranéni
asvétlo (Kim et al., 2008). Analyza genomu anofeles gambijského (Anopheles
gambiae), komara pisklavého (Anopheles aegypti), bource morusového (Bombyx mori)
a A. mellifera odhalil, Zze tyto druhy maji geny kodujici vice proteinovych homologi

transferinu (Dunkov & Georgieva, 2000).

Feritiny jsou velké duté globularni proteiny, které mohou pojmout tisice atomu
zeleza ve formé nanocastic ferihydritového mineralu (slozen z opakujicich se jednotek
oxid-hydroxidu zelezité¢ho). U vétSiny hmyzu je feritin hojné zastoupen v hemolymfe
a sekrecnich drahach buriky, méné pak v cytosolu nebo jadie. Hlavni funkci feritinu je
transport zeleza a jeho skladovani, a to hlavné ve hmyzich wvajickach.
U D. melanogaster bylo prokazano, ze geny kodujici feritin jsou vyrazné vice
exprimovany pii vystaveni oxidacnimu stresu, coz ukazuje na antioxidacni roli téchto
proteint. ZvySena hladina feritinu po krmeni A. aegypti krvi, zejména ve stfednim
stfeveé, také naznacovala antioxidacni funkci téchto proteint, a to kvili jejich zapojeni
v odstraniovani piebyteéného zeleza z natravené krevni moucky (Dunkov & Georgieva,

2006).
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2.1.3.6 Vitelogenin

Protein vitelogenin se vyskytuje u zivocicha kladouci vejce jako je hmyz ¢i ryby a ptaci,
protoze se jedna o prekurzor Zloutkovych proteini. U hmyzu se kromé reprodukénich
procesu podili i na imunitni obran€, délce zivota a antioxidacni ochran€. Vyssi mnozstvi
vitelogeninu bylo zaznamenano u vcelich délnic a kraloven, kde je spojovano s vétsi
odolnosti vii¢i oxida¢nimu stresu a tim i s prodlouzenim délky zivota (Park et al., 2018).
Antioxida¢ni funkce vitelogeninu byla prokazana v tukové tkani A. mellifera (Seehuus

et al., 2006) a tukové tkani 1 jedu vcely vychodni (Apis cerana) (Park et al., 2018).

2.14 Enzymova slozka

Antioxidacni enzymy lze rozdé€lit do dvou skupin na primérni a sekundarni. Primarni
enzymy reaguji pfimo s ROS a patfi mezi né superoxiddismutasa (SOD), katalasa
a peroxidasy. K sekundarnim enzymum, které se podili na pienosu elektrond
z redukovanych kofaktor v katabolismu ROS, se fadi thioredoxinreduktasa,
glutathionreduktasa a methioninsulfoxidreduktasa (Corona & Robinson, 2000).

Thioredoxinreduktasami se zabyva kapitola 2.2.2, proto zde nejsou vice rozebrany.

2.14.1 Superoxiddismutasy (EC 1. 15. 1. 1)

Superoxiddismutasy (SOD) katalyzuji dismutaci superoxidovych anionradikali na

kyslik a peroxid vodiku podle rovnice:
2 02-° +2 H+ — H202 + 02

Peroxid vodiku je déale odstrafiovan pomoci katalasy ¢i peroxidas (Kohen & Nyska,
2002). SOD se u zivocichu vyskytuji ve dvou formach odliSujicich se v bunécné
lokalizaci a struktufe aktivniho mista — Cu/ZnSOD (SOD1) se nachazi v cytoplazmé
a MnSOD (SOD?2) v matrix mitochondrii. U mnoha druht zivo€ichti véetné hmyzu byly
identifikovany extracelularni Cu/ZnSOD, pfesn€ji u zastupcu D. melanogaster,
A. mellifera, A. gambiae a mravenec obecny (Lasius niger) (Corona & Robinson, 2006).
Skupina genti pro Cu/ZnSOD zahrnuje pét ¢lenti u D. melanogaster a A. gambiae a Ctyfi
Cleny u A. mellifera. U D. melanogaster se jedna o geny pro cytoplasmatickou
Cu/ZnSOD, extracelularni SOD (Sod3), chaperon obsahujici méd (CCS), gen
souvisejici se SOD (Rsod — Related to Sod) a Sodesque (Sodg) (Corona & Robinson,
2006). Homolog genu Sodq byl nalezen také u A. gambiae a zda se, ze se rodina téchto

genll vyvinula u hmyzu a je zachovana pouze u dvoukiidlych (Landis & Tower, 2005).
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Podle obecné hypotézy prispiva oxidacni stres a oxidacni poSkozeni bunék ke
starnuti organismu. Bylo zjiS§téno, Ze omezeni aktivity SOD u D. melanogaster (napf.
prostfednictvim mutace) snizuje odolnost vici oxidacnimu stresu a délku zivota
(Duttaroy et al., 2003), zatimco nadmérna exprese SOD muze zvysit odolnost vici
stresu a prodlouzit délku zivota (Sun et al., 2004). AvSak jiné studie argumentuji proti
teorii o jednoduché korelaci mezi aktivitou SOD a starnutim (Landis & Tower, 2005).
U dlouhovékych organismu jako jsou mravenci kralovny L. niger, dozivajici se vé€ku az
28 let, byla zjisténa snizena exprese genu pro SOD1 v porovnani s délnicemi (délka
zivota 1-2 roky) a samci (délka zivota nékolik tydnil), coz podporuje tvrzeni, ze zvySena
exprese SODI ptimo nesouvisi s prodlouzenim zivota organismu (Parker et al., 2004).
Podobné zaveéry uvadéji i experimenty provadéné na jinych druzich zivocichu, napf.

had’atko obecné (Caenorhabditis elegans) ¢i mys domaci (Mus musculus).

2.14.2 Katalasy (EC 1.11.1.6)

Enzym katalasa (CAT) katalyzuje pfeménu dvou molekul peroxidu vodiku na vodu

a kyslik a zabrariuje tak vzniku hydroxylovych radikala (Corona & Robinson, 2006):
2 H202—> 02 +2 HzO

Kvuli vysoké hodnoté K, je ovSem CAT méné efektivni pii odstrariovani mensiho
mnozstvi H,O, a pokud se nevyskytuje ve velké koncentraci, neni mozné jejim

prostfednictvim uspokojivée snizit hladinu H,O, (Korayem et al., 2012).

Katalasa je nejvice koncentrovana v peroxisomech a mitochondriich, organelach
s nejvyssim vyskytem peroxidu vodiku. Po fyzické zatézi by proto ve svalech
s vysokym obsahem mitochondrii méla byt zvySena jeji aktivita, ale nékolik studii na
riznych organismech ukéazalo vtomto ohledu vysokou variabilitu, coz mize byt
casteCné vysvétleno rozdilnou citlivosti tkani a metodologii (Williams et al., 2008).
Podle studie Williams et al. (2008) se u létavek vcely medonosné hladina CAT
ve svalech béhem denniho opylovani podstatné zvysila, a tudiz ji Ize, alespon u vcel,
povazovat za jeden z hlavnich pfispé€vatelt k antioxidacni obrané. Pfitomnost CAT byla
zaznamenana i ve spermatu trubci a spermatékach jiz sparenych vcelich kraloven.
Zvysena aktivita CAT je ve spermatékach, které slouzi kuchovavani spermatu
samiCkami, pravdépodobné kvuli zajisténi ochrany spermii pied externim peroxidem
(Weirich et al., 2002). Aktivita katalasy byla zjisténa také ve v€elim medu, ovSem jedna

se o katalasu rostlinného puvodu. Duvodem pfitomnosti katalasy je rozklad peroxidu
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vodiku, ktery zde vznika pii oxidaci glukosy katalyzované enzymem glukosaoxidasou.
Peroxid vodiku piasobi v medu jako jedno z hlavnich antimikrobialnich Ccinidel

(Brudzynski, 2020).

2.1.4.3 GlutathionS—transferasy (EC 2.5.1.18)

Hmyzi glutathionS—transferasy (GST) jsou velkou rodinou multifunkénich enzymd,
které jsou klasifikovany na zakladé jejich umisténi vbuiice na cytosolové
a mikrosomalni. Cytosolové GST byly rozdéleny do Sesti hlavnich podtrid: delta,
epsilon, omega, sigma, theta a zeta, pfiCemz podtfidy delta a epsilon jsou pro hmyz
specifické (Sun et al., 2020). Hlavni funkci GST je detoxikace xenobiotickych
sloucCenin, dale hraji roli v intracelularnim transportu, biosyntéze hormonti a ochrané
proti oxida¢nimu stresu, presnéji proti peroxida¢nimu poskozeni (Corona & Robinson,
2006; Sun et al., 2020). Zejména sigma GTS maji vyznamnou ulohu v antioxidacni

obrané (Sun et al., 2020).

U D. melanogaster, A. gambiae a A. mellifera bylo identifikovano 40, 35 a1l
cytosolovych GST, zatimco mikrosomalnich GST pouze tfi u D. melanogaster, tii
u A. gambiae a dvé u A. mellifera. Specifické podtridy delta a epsilon byly nejvice
zastoupeny u D. melanogaster i A. gambiae, ovSem u A. mellifera se nejvice
vyskytovala sigma GST. Delta a epsilon GST jsou jediné dvé tiidy, u kterych se
predpoklada, ze ovliviiuji citlivost na pesticidy. Pravdépodobnym vysvétlenim tedy je,
ze dvé delta GST piitomné u A. mellifera pasobi jako dulezité obranné mechanismy
proti u¢inkim endogennich xenobiotik (Shi et al., 2012). Naopak rozsifeni tfidy sigma
uvcel souvisi spiSe s ochranou proti oxidantim produkovanym aerobnim

metabolismem nez proti vlivu xenobiotik (Corona & Robinson, 2006).

2.1.4.4 Glutathionperoxidasy a reduktasy (EC 1.11.1.9, EC 1.8.1.7)

Glutathionperoxidasy (GPx) jsou skupinou enzymu katalyzujicich redukci peroxidu
vodiku nebo organickych hydroperoxidii na vodu ¢i jejich prislusné alkoholy s vyuzitim
redukovaného glutathionu (1) a plni tak podstatnou funkci v antioxidacnim systému
(Margis et al., 2008; Dias et al., 2016). Glutathionreduktasy (GR) katalyzuji redukci
GSSG na GSH (2), ¢imz udrzuji vysokou koncentraci redukované formy glutathionu

(Kanzok et al., 2001).
(1) H,O, +2 GSH — GSSG + 2 H,O

(2) GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*
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Podle Corona & Robinson (2006) ovSem doslo u hmyzu ke ztraté gent kodujicich
glutathionperoxidasu a  glutathionreduktasu. U A. mellifera, A. gambiae
i D. melanogaster byly popsany dva homologni geny s thioredoxinreduktasovou
aktivitou (GPTx) — vykazuji vyssi afinitu k thioredoxiniim, které pouzivaji jako donor
elektrond misto glutathionu (Corona & Robinson, 2006; Dias et al., 2016). Zda se, ze
specifiCnost pro thioredoxin nebo glutathion souvisi se strukturou aktivniho mista
enzymu. Glutathionperoxidasy obsahujici v aktivnim misté selenocystein maji vétsi
specifitu pro glutathion, zatimco jiné obsahujici cystein preferuji jako donor elektront
thioredoxin. Struktura téchto GPx zahrnuje dvé redoxni centra s cysteinovymi zbytky,

které tvoti pii katalyze disulfidovou vazbu (Dias et al., 2016).

2.14.5 Askorbatperoxidasy (EC 1.11.1.11)

Askorbatperoxidasy (APx) jsou enzymy odpovédné za redukci peroxidu vodiku pomoci

kyseliny askorbové jako donoru elektronti (Garcia-Caparros et al., 2020).
kyselina askorbova + HyO, — dehydroaskorbova kyselina + 2 H,O

U hmyzu, narozdil od rostlin, zatim nebyla jednozna¢né prokazana pfitomnost APx
na urovni genu ani proteinu, popisované aktivity tedy mohou vykazovat i jiné enzymy

z fad peroxidas vyuzivajici stejné substraty.

APx jsou uc¢inné pifi odstrafiovani nizkych koncentraci peroxidu vodiku, které
nemohou byt vychytavany pomoci katalasy z divodu jeji nizké hodnoty K, (Krishnan
& Kodrik, 2006). Toto tvrzeni podporuji i zjisténé korelace mezi aktivitami SOD, CAT
a APx, kdy byla zjisténa zvySena aktivita téchto enzyma pii oxidacnim stresu
u A. mellifera. Navic je poukazovano na moznou dalsi funkci APx mimo redukce H,O,,

a to reakci s jinymi peroxidy ¢i hydroperoxidy (Korayem et al., 2012).

2.1.4.6 Peroxiredoxiny — thioredoxinperoxidasy (EC 1.11.1.24)

Thioredoxinperoxidasy (TPx), nazyvané téz peroxiredoxiny, jsou rodinou peroxidas
na bazi cysteinu eliminujici H,O, a organické hydroperoxidy (Cao et al., 2018). TPx
katalyzuji redukci H»O,, na H,O svyuzitim Trx. Touto reakci ovliviiyji redoxni
signalizaci zprostiedkovavanou H»O, 1 dal§i interakce Trx s cilovymi molekulami
(Matsuzawa, 2017). Na zaklade poctu aktivnich Cys zbytka v proteinovych sekvencich
jsou TPx klasifikovany do dvou podrodin: 1-Cys a 2-Cys. Na rozdil od 1-Cys enzymu
maji 2-Cys proteiny dal§i Cys zbytek v C-terminalni oblasti. Skupina 2-Cys se dale déli
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podle strukturnich znakt a biochemickych vlastnosti na typické a atypické enzymy (Cao

et al., 2018).

V genomu D. melanogaster bylo identifikovano pét gent pro TPx, které koduji tfi
odlisné typy TPx — cytosolické, mitochondridlni a sekretovatelné (Hu et al., 2010).
Nalezeno bylo také pét homolognich genti pro TPx u A. gambiae i A. mellifera, oviem
zda se, ze u A. mellifera byl ztracen gen pro sekretovatelny typ TPx na rozdil od dalSich
zastupcu dvoukfiidlého hmyzu (Corona & Robinson, 2006). Dulezitost TPx v ochrané
proti stresu byla ukazana v mnoha studiich zabyvajicich se riznymi druhy hmyzu.
Stresovym podminkam jako jsou teplotni zmény, puisobeni insekticid ¢i virova infekce
byly vystaveny napi. B. mori nebo A. cerana, pticemz u obou doslo ke zvySeni exprese
gent pro TPx. Umlceni téchto gent vedlo u blyskavky (Spodoptera spp.) ¢i kyjatky
hrachové (Acyrthosiphon pisum) naopak k rychlejSimu amrti po houbové a virové

infekci (Cao et al., 2018).

2.1.4.7 Methioninsulfoxidreduktasy (EC 1.8.4.13)

Methioninsulfoxidreduktasy (Msr) katalyzuji reakci, pifi které dochazi k redukci
methionin sulfoxidu na methionin a mohou tak zvratit poskozeni proteini zpusobené
oxidaci methioninovych skupin. V tomto procesu mohou methioninové zbytky
v proteinech fungovat jako katalytické antioxidanty, protoze s kazdou oxidaci
methioninového zbytku pomoci ROS a redukci methionin sulfoxidu enzymem Msr je
odstranén jeden ekvivalent ROS. Dalsi potencialné dilezitou ulohou Msr je regulace
aktivity proteinu. Funkce iontovych kanali v bunéfné membrané se mize ménit
v zavislosti  na oxida¢nim/redukénim  stavu  methioninovych  zbytki  (Zhang

& Weissbach, 2008).

Msr se vyskytuji ve dvou riznych formach a kazda z nich redukuje jeden z epimert
methionin sulfoxidu, methionin-S-sulfoxid reduktasa (MsrA) a methionin-R-sulfoxid
reduktasa (MsrB). U A. mellifera, A. gambiae i D. melanogaster byl identifikovan jeden
gen pro kazdy z téchto enzymu (Corona & Robinson, 2006).
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2.2  Thioredoxinovy systém hmyzu

Thioredoxinovy systém se vyvinul u organismid napii¢ vSemi evoluCnimi stupni
(Koharyova &  Kollarova, 2015). Obsahuje thioredoxin (Trx), enzym
thioredoxinreduktasu (TrxR) a koenzym NADPH a je hlavnim disulfidreduktasovym
systémem, ktery muze poskytnout elektrony velkému spektru dalSich enzymu
(Lu & Holmgren, 2014). Trx systém hraje dulezitou roli v mnoha fyziologickych
procesech a je také vyznamnym bunéénym antioxida¢nim mechanismem — chrani buriky
pred poskozenim zpusobenym oxidacnim stresem, vychytava ROS a fidi bunécnou
redoxni rovnovahu. Pro mnoho organismi je jeho pfitomnost nezbytna pro zivot. U
vysSich organismu se slozky Trx systému nachazeji v jadfe, cytoplazmé, chloroplastech
¢i mitochondriich, dale se mohou vyskytovat extracelularné nebo vazané na membranu

(Koharyova & Kollarova, 2015).

2.2.1 Thioredoxin

Thioredoxiny (Trx) jsou malé thiolové proteiny s molekulovou hmotnosti asi 12 kDa,
které jsou pritomny ve vSech dosud studovanych organismech. Rodina Trx zahrnuje
cytosolicky Trx (Trx1), mitochondridlni Trx (Trx2) a izoformu Trx specifickou pro
spermatidy (Sp-Trx3) (Matsuzawa, 2017). Trx obsahuje ve své struktuie pét
B-skladanych listd tvoficich vnitfni jadro proteinu a Ctyfi o-helixy, které obklopuji
centralni B-listy. Aktivni misto s typickym motivem Cys*>-Gly-Pro-Cys> se nachazi
mezi B2 vlaknem a a2 helixem, pfesnéji na N-konci a2 helixu (Obr. 4) (Wahl et al.,
2005). Mnoho klicovych enzymi antioxidacniho systému zavislych na thiolu ma tuto
Trx strukturu, napf. peroxiredoxin (thioredoxinperoxidasa) a glutathionperoxidasa (Lu
& Holmgren, 2014). Redukce proteinového disulfidu (TrxS,) na dithiolovou formu
(Trx(SH)») je katalyzovana NADPH dependentnim flavoenzymem
thioredoxinreduktasou (Bauer et al., 2002):

NADPH + H" + TrxS, — NADP" + Trx(SH),

Trx je potiebny pro velky pocet bunécnych funkci. Tyto proteiny maji dulezitou roli
v syntéze DNA jako donory elektroni pro ribonukleotidreduktasu a podileji se na
bunééné odpovédi na oxidadni stres. Cetné disulfidové vazby ulastnici se skladani
proteinti nebo redoxni kontroly transkripce jsou ucinné a selektivné redukovany prave
thioredoxiny (Bauer et al., 2002). U hmyzu je z divodu ztraty gent pro GR mozna také
neenzymova redukce GSSG na GSH pomoci aktivniho Trx (Bauer et al., 2003).
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Obr. 4 Struktura oxidovaného DmTrx-2; a-helixy zaznaceny cervené, B-listy modre, disulfid
v aktivnim misté (C32 a C35) vyobrazen tyCinkami. Pfevzato od Wahl et al., 2005.

U D. melanogaster byly charakterizovany tfi geny kodujici Trx — DmTrx-1,
DmTrx-2 a DmTrxT, spolu s dal§imi Ctyfmi geny pro thioredoxin podobné proteiny
(Trx-like). DmTrx-1 a DmTrxT jsou lokalizovany v jadfe, zatimco DmTrx-2 se nachézi
v cytosolu (Corona & Robinson, 2006). Bauer et al. (2002) prokézali, ze pravym
substratem pro TPx u D. melanogaster je pravé DmTrx-2 a nikoliv DmTrx-1, jak bylo
usuzovano. Tato fakta ukazuji na hlavni roli DmTrx-2 v udrzovani redoxni rovnovahy
v burice. Rozdilna situace nastava pii redukci glutathionu, ktera je zprostfedkovavana
stejnou mérou DmTrx-1 1 DmTrx-2. A. gambiae i A. mellifera obsahuji tfi geny kodujici

homologni Trx k t€ém u D. melanogaster.

2.2.2 Thioredoxinreduktasa (EC 1.8.1.9)

Thioredoxinreduktasy (TrxR) jsou homodimerni flavoproteiny patfici mezi
oxidoreduktasy s obsazenym disulfidem. TrxR slouzi v organismu kudrzovani
thioredoxinu v jeho redukovaném stavu. Katalyzuji prenos elektroni z NADPH
na oxidovany Trx, ktery nasledné ve své aktivni redukované formé interaguje s dalSimi
molekulami (Obr. 5) (Balsera & Buchanan, 2019). Rozlisuji se dvé tfidy TrxR —
s nizkou M; (35 kDa pro kazdou podjednotku) a s vysokou M; (55 kDa pro kazdou
podjednotku). V eukaryotnich organismech je pfitomna TrxR s vysokou M; (Lu &
Holmgren, 2014). Kazdy monomer TrxR s vysokou M; obsahuje tfi domény: doménu
vazajici FAD, doménu vazajicic NADPH a doménu, ktera poskytuje rozhrani mezi

obéma monomery. Na obou monomerech se nachézi aktivni mista sestavajici z FAD,
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Obr. 5 Schéma kaskadovitého pisobeni thioredoxinového systému. Prevzato a upraveno od Lee
et al., 2013.

N-terminalniho redoxniho disulfidu a C-terminalniho redoxniho disulfidu. TrxR
s nizkou Mr postradaji C-terminalni disulfid a maji tak pouze dvé€ aktivni mista. (Bauer

et al., 2003).

Sav¢i TrxR jsou charakteristické C-koncovou sekvenci Gly-Cys-Sec-Gly-OH, ktera
se zapojuje do redukce Trx. Tento motiv odliSuje TrxR od jinych strukturné a funkéné
blizce piibuznych flavoproteinovych oxidoreduktas obsahujicich disulfid jako jsou
lipoamiddehydrogenasa a feredoxinreduktasa (Corona & Robinson, 2000).
U D. melanogaster je Sec v této koncové casti TrxR nahrazen Cys a sekvence ma
podobu Ser-Cys-Cys-Ser. Tato zaména Sec za Cys je predpokladana i u A. gambiae
a muze tak predstavovat spoleCny znak pro dvoukfidly hmyz (Kanzok et al., 2001).
Nahrazeni katalytického Sec v savéim enzymu za Cys ma za nasledek velky pokles
katalytické aktivity, ale DmTrxR (TrxR z D.melanogaster) postradajici Sec ma vysokou
aktivitu vaci pribuznym formam Trx, coz dokazuje, ze pritomnost zbytku Sec neni
nutnd ke katalyze redukce disulfidové vazby v Trx. Mozné vysvétleni je blizka
pfitomnost Ser v C-koncové sekvenci DmTrxR, ktery pfispiva k reaktivité¢ disulfidu

(Eckenroth et al., 2007).

Na rozdil od D. melanogaster, ktera ma dva geny pro TrxR, u A. mellifera
a A. gambiae byl zjistén gen pouze jeden. Geny identifikované u D. melanogaster
a A. gambiae kodovaly tfi formy TrxR, jednu mitochondrialni a dvé cytoplazmatické,
zatimco u A. mellifera nebyla mitochondrialni forma potvrzena (Corona & Robinson,

2006).

2.2.2.1 Mechanismus pusobeni TrxR u D. melanogaster
Jak jiz bylo zminéno vySe, aktivni misto na kazdém monomeru TrxR obsahuje kofaktor

FAD a dva redoxni disulfidy, pficemz C-koncovy disulfid je soucasti peptidového
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fetézce opacného monomeru nez N-koncovy disulfid a FAD. V TrxR u D. melanogaster

489 490,

je C-koncovy disulfid jednoho aktivniho mista slozen z Cys a N-koncovy

490

aCys
disulfid z Cys’’ a Cys®, druhé aktivni misto tvoii C-koncovy Cys*™ a Cys

62/

a N-koncovy Cys ' a Cys (Bauer et al.,, 2003). Na N-konci je v aktivhim misté
vy LYy y

464

pifipojen také histidinovy zbytek (His™ u D. melanogaster), ktery puasobi jako

acidobazicky katalyzator pfi reakci dithiol-disulfid (Huang et al., 2008).

Na Obr. 6 je zobrazen mechanismus katalyzy DmTrxR. FAD vazané na enzym
interaguje s NADPH za tvorby komplexu enzym-substrat (Michaelisiv komplex), ze
kterého dale vznika smés ctyf rovnovaznych forem redukovanych dvéma elektrony
(EH, A-D). Elektrony jsou pfedavany mezi FAD, N-koncovym disulfidem
a C-koncovym disulfidem. Po piidani dalsiho ekvivalentu NADPH je vytvoren druhy
Michaelisiv komplex a nasledné tfi rovnovazné formy redukované Ctyimi elektrony
(EH4 A-C). Navazanim oxidovaného Trx (TrxS,) zacina dalsi faze reakce vedouci ke
tvorbé smiSeného disulfidu, na jejimz konci se uvolni redukovany Trx (Trx(SH),).
DmTrxR se dostava do stavu EH, B, kdy muze zacit dalsi cyklus katalyzy (Bauer et al.,
2003; Huang et al., 2008).

Predpoklada se, ze pfimou interakci s thioredoxinovym disulfidem zajistuje
C-koncovy Cys®", ktery zaujima stejnou pozici jako Sec plnici tuto funkci v savéi
TrxR. Cys™ by tak zprostredkovaval jednak prenos elektront z N-koncového Cys’’ na

C-koncovy disulfid, a zaroven i redukci Trx (Bauer et al., 2003).

2.2.3 Funkce za fyziologickych a stresovych podminek

Thioredoxinovy systém je u hmyzu dilezitym disulfidreduktasovym systémem.
Redoxni prvky, jako jsou Cys zbytky proteint citlivé na oxida¢ni modifikace, se ucastni
raznych bunéénych signalnich drah prostfednictvim interakci s dalSimi proteiny. Funkce
Trx systému tak muze ovliviiovat hlavni metabolické déje v organismu (Balsera &
Buchanan, 2019). Zakladni ulohou Trx systému je poskytovat redukcni ekvivalenty
a chranit buriku pred skodlivymi G¢inky oxidacniho stresu, ktery nakonec mize vést az

k apoptoze.

Jakékoli vyznacné zmény v aktivité¢ Trx a aktivité redukCnich enzymi, které jsou pfi
regeneraci svych reduk¢nich schopnosti zavislé na Trx, nakonec povedou ke zvySenému
mnozstvi oxidovanych proteind. Hlavni enzymy v tomto ohledu zavislé na Trx jsou TPx,

Msr aribonukleotidreduktasy (RNR). TPx katalyzuji redukci H2O, s Trx(SH),, pfi niz
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Obr. 6 Model katalytického mechanismu DmTrxR. Redukéni reakce jsou oznaceny
rychlostnimi konstantami k; — kg, oxidacni reakce k9 — koy. MC = Michaelisuv komplex
(Michaelis complex), MDS = smiSeny disulfid (mixed disulfide). Pfevzato z Huang et al., 2008.

vznika H,O a TrxS,. Msr katalyzuji redukci methionin sulfoxidu na methionin. RNR
jsou dualezité pro syntézu DNA, protoze katalyzuji pfeménu ribonukleotidi na
deoxyribonukleotidy. Mrs 1 RNR obsahuji ve své struktufe disulfid, ktery je nutno
zpétné redukovat thioredoxinovym systémem pro moznost dalSiho katalytického cyklu

(Lee et al., 2013).

Antioxidacni ucinek Trx se projevuje dvéma zpusoby. Zaprvé, Trx slouzi jako donor
elektroni pro peroxidasy, které vychytavaji ROS a tim snizuji moznost peroxidace
lipidd, poskozeni DNA a disfunkci proteint. Zadruhé, Trx pasobi jako disulfidreduktasa

a redukuje oxidované disulfidové vazby jinych proteini (napf. kinasy, fosfatasy
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a transkripéni faktory), aby se obnovila jejich fyziologickd funkce. Zapojeni Trx
v obrané proti oxidanimu stresu a udrzovani redoxni homeostazy byla prokazana napf.
u B. mori, A. mellifera ¢i A. cerana cerana (Zhang et al., 2015). S tim souhlasi
i vysledky dalSich studii zaméfenych na expresi gent pro TrxR a TPx. Byla potvrzena
zvySena exprese genu pro TrxR u A. mellifera a A. cerana pusobenim teplotniho stresu
a oxidanti H,O, a methylviologenu (Koo et al., 2016), u A. cerana cerana se jednalo
o vliv zmény teploty a UV zafeni (Yang et al., 2010). Exprese geni pro TPx byla u
larev B. mori po vystaveni ruznym stresovym podminkam (vysoka a nizka teplota,
podani H,O,, virova infekce) také znacné zvysena (Lee et al., 2005). U vodniho druhu
Chironomus riparius (fad dvoukiidli) byla zvySena exprese genu CrTrxR po vystaveni
vlivu kadmia a paraquatu, coz lze povazovat zabiomarker oxida¢niho stresu
vyvolaného kontaminanty zivotniho prostfedi (Nair & Choi, 2012). Kromé& oxidacniho
stresu je Trx v sav€ich buiikach zapojen i do regulace nitrosacniho stresu zptisobeného
reaktivnimi formami dusiku, kdy se oxid dusnaty vaze na thiolové zbytky proteinti pfi
tzv. S-nitrosylaci. Tato reakce je také soucasti bunéénych signalnich drah (Lee et al.,

2013).

2.2.4 Thioredoxinovy systém u vcel (rod Apis)

Antioxidacni systém vcel obsahuje vSechny slozky systému thioredoxinového. Genom
A. mellifera obsahuje tfi geny kodujici tfi varianty Trx: AmTrx-1 s domnélou
mitochondrialni lokalizaci, AmTrx-2 a AmTrx-3. Pro TrxR je to pouze jeden gen
kodujict dvé varianty enzymu, AmTrxR-1 a AmTrx-2, u zadného ov§em nebyl potvrzen
vyskyt v mitochondrii. Autofi ale predpokladaji, ze jedna z variant je mitochondrialni,
a to z divodu poskytovani redukovaného Trx pro mitochondrialni TPx, které preménuji
ptitomny H,O,. Katalasy se v mitochondriich nevyskytuji, a proto se nemohou na
odstraniovani H,O, podilet (Corona & Robinson, 2006). U A. cerana cerana byly
identifikovany geny AccTrx-1 a AccTrx-2.

Béhem zivota jsou vcely ovliviiovany riznymi biotickymi a abiotickymi faktory,
které mohou zpusobovat oxidacni stres a tim i aktivaci antioxidacni obrany zahrnujici
thioredoxinovy systém. Biotickymi stresory jsou parazité, houby, bakterie a viry
infikujici v€ely, coz ma za nasledek rozvoj nemoci. Mezi hlavni abiotické faktory patfi
zména teploty prostiedi, plisobeni pesticidi a vyziva (Li et al., 2018). Mnoho studii se
zabyva pravé vlivem téchto faktorl na organismus vcel. V télech A. mellifera

a A. cerana byla zaznamenana zvySena exprese gentl pro TrxR-1 po vystaveni vysoké
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(37 °C) ¢i nizké (4 °C) teploté a po injekci oxidantl parakvatu (methylviologenu)
a H,O, (Koo et al.,, 2016). Yang et al. (2010) zkoumali expresi genu pro TrxR-1
u A. cerana cerana a zjistili, ze pusobenim UV zafeni ¢i zvySené teploty (37°C) se
exprese vyrazn€ navySila ve vSech tkanich. U A. c. cerana byla zji§téna i1 zvySena
exprese genu AccTrx-2, a to v podminkach s riznou teplotou okoli (4, 16 a 25 °C), dale
po injekci H,O,, HgCl, a pesticidi (cyhalothrin, akaricid, parakvuat a phoxim) (Yao et
al., 2013). Stejné vysledky poskytlo i zkoumani exprese genu AccTrx-1, vyjimkou byla

pouze snizena exprese po vystaveni HgCl, (Yao et al., 2014).

Vceli kralovny maji schopnost skladovani a udrzovani spermatu trubci ve
specialnich organech zvanych spermatéky. Pro delsi preziti spermii v téchto organech je
dilezita jejich metabolicka aktivita, naproti tomu jsou pii aerobnim metabolismu
produkovany ROS, které mohou snizovat zivotaschopnost spermii. Ve spermatékach
kraloven a semenné tekutin€ trubct je tedy zvySené mnozstvi antioxidacnich enzymu
napomahajicich k udrzeni Zzivotaschopnosti spermii. Z proteint thioredoxinového
systtmu zde byla potvrzena piitomnost Trx-2 a TrxR-1. Rozdily v mnozstvi
antioxidant jsou také mezi kralovnami, které jiz byly spafeny a kralovnami dosud
nespafenymi. ZvySena exprese genu pro Trx-2 a TrxR-1 byla zjisténa u oplodnénych
vCelich kraloven v porovnani sjeSt¢ nespafenymi kralovnami. Faktory vedouci
ke zvySené expresi téchto genli mohou mit pivod ve spermatu, semenné tekutiné nebo

v téle matky, kdyz zacina produkovat vajicka (Gonzalez et al., 2018).

2.2.5 Metody stanoveni aktivity thioredoxinreduktas

Ackoliv jsou TrxR znamy jiz od minulého stoleti, u hmyzu zatim nebyla jejich aktivita
prili§ zkoumana. VétSina publikovanych metod stanoveni aktivit téchto enzymua byla
provedena u bakterii, rostlin nebo savci. TrxR bakterii a rostlin se ovSem
fundamentalné 1isi od sav¢i TrxR, jelikoz se jedna o enzymy s nizkou M, které
neobsahuji C-terminalni disulfid a Sec v aktivnim misté enzymu (Gelhaye et al., 2005).
Sav¢i TrxR také oproti bakterialnim a rostlinnym TrxR redukuji §irsi Skalu substratt
(Arnér, 2018). TrxR savci i hmyzu se zatazuji do skupiny s vys$si M;, ov§em u hmyzu

se predpoklada odlisny mechanismus katalytické reakce z divodu absence Sec.

Pro stanoveni aktivity savéi TrxR bylo zavedeno nékolik spektrofotometrickych
metod s rozliénymi substraty. Jednim z nejpouzivané€jSich substratd je latka
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB), nazyvana téz Ellmanovo cinidlo. Pfi

reakci katalyzované TrxR je DTNB pomoci NADPH redukovana na zluty produkt
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5-thionitrobenzoovou kyselinu (TNB), ktery je méfen spektrofotometricky pii 412 nm
(Obr. 7). Jednotka aktivity TrxR je pak definovana jako mnozstvi katalyzujici redukci
1 umol DTNB (tzn. tvorbu 2 pmol TNB) za minutu. Tato reakce je vyhodna diky své
rychlosti, senzitivité (vysoky extinkcéni koeficient TNB), jednoduchosti a financni
nenaro¢nosti (Gromer et al., 2002). DTNB ovSem neni specifickym substratem, reaguje
se vSemi thioly v reak¢ni smési, proto je vhodné srovnani se standardem. V pfipadé, ze
analyzovany extrakt obsahuje 1 GR a GSH, je nutné je nejdiive ze vzorku odstranit,
protoze by v pfitomnosti téchto latek dochdzelo kredukci DTNB a navySeni
nametenych hodnot aktivity TrxR (Amér & Holmgren, 2001). Pfi pouziti specifickych
inhibitord savéi TrxR, nejcastéji se jedna o slouCeniny obsahujicich zlato napf.
aurothioglukosa ¢i auranofin, lze snadno méfit absorbanci pozadi reakéni smési

(Gromer et al., 2002).

Dal§im Casto vyuzivanym substratem je inzulin. Pomoci enzymu TrxR a NADPH je
redukovan Trx, ktery pak dale redukuje dva disulfidy inzulinu, spottebu NADPH lze

méfit jako zmeénu absorbance pii 340 nm.
NADPH + H" + TrxS; — NADP" + Trx(SH),
Trx(SH); + inzulin-S; — TrxS; + inzulin-(SH),

Mozné je i stanoveni aktivity z bunécnych lyzatl, a to kombinaci s metodou s DTNB.
Po redukci inzulinu je reakce zastavena pomoci hydrochlorid guanidinu a thiolové
skupiny inzulinu jsou stanoveny pomoci DTNB. Po vytvofeni kalibracni kiivky
s vyuzitim standardi TrxR je mozné urcit aktivitu enzymu v daném vzorku. Metoda je
vice specificka nez pii pouziti samotného DTNB. Na stejném principu zaznamenavani
spotieby NADPH muze byt méfena aktivita savéi TrxR s Sirokou Skalou substrata,

napt. L-cystinu, L-selenocystinu, seleni¢itanu, dihydroaskorbatu, alloxanu,

o}

\\J’ . /9 s Né)
c(/ \s N +2e 5 \O
0. \b 2e

DTNB* TNB*

Obr. 7 Schéma redukce DTNB za vzniku dvou molekul TNB. Pievzato z Gromer et al., 2002.
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S-nitrosoglutathionu a dalSich (Arnér et al., 1999). Nejvyssi specifitu reakce 1ze ziskat
pti pouziti purifikovaného Trx daného organismu jako substratu, tento postup je ale
finan¢n€ naro¢ny a né vzdy proveditelny. Jako alternativa pro méfeni aktivity lidské
TrxR se vyuziva Trx z bakterie Escherichia coli ¢i parazitického prvoka Plasmodium

falciparum (Gromer et al., 2002).

Montano et al. (2014) vyvinuli fluorimetrickou metodu pro stanoveni aktivity lidské
TrxR ve vzorcich, které se bézné pouzivaji v biomediciné. Enzymovym substratem je
insulin znaceny fluorescein-5-isothiokyanatem (FITC), jehoz fluorescen¢ni zareni bylo
detekovano pii vlnové délce 520 nm po excitaci zafenim o vinové délce 480 nm.
Hlavnimi vyhodami této metody jsou vysoka citlivost a specificnost. Metoda byla

testovana ve vzorcich lidské plazmy, séra, rakovinnych bunék ¢i izolovanych lymfocytu.
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Auranofin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomasie Brilliant Blue G250 (CBB) (Bio-Rad, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Némecko)
5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB) (Serva, Némecko)
Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna sul (EDTA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Fosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydroxid sodny (Lachema, Cesk4 republika)

Kyselina fosforecna 85% (Lachner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska republika)

L-selenocystin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methylviologen (Sigma-Aldrich, Némecko)

NADPH, disodna sul (Serva, Némecko)

Selenicitan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Tris/HCI (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2  Biologicky material

V experimentalni casti byly pouzity dospélé vcely medonosné rtizného staii odebrané
z véelstev na Pokusném vceliné Brno-Kyvalka Vyzkumného ustavu vcelafského.
U vzorkt octomilek obecnych se jednalo o 14denni dospélé musky divokého genotypu
WI1110 kultivované na agarovém médiu, poskytnuté vedoucim prace. Vzorky vcel

i octomilek byly po odebrani zamrazeny a uschovany pii -80 °C.

3.3 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr InoLab pH level 1 (InoLab, Némecko)
Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)
Mikrodestickovy reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
Trepacka Thermo-shaker (Biosan, LotyS$sko)

Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)
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34  Metody

3.4.1 Priprava extraktu

Zmrazeny vzorek vcel ¢i octomilek byl za stalého chlazeni homogenizovan v tieci
misce ve vychlazeném extrakénim pufru v poméru 1:4 (w/v). Pro stanoveni celkovych
proteinti, stanoveni aktivity TrxR metodou s DTNB a s L-selenocystinem byl pouzit
pufr o slozeni 100 mmol-I" KPi, 10 mmol-1" EDTA, pH 7,0. Pro stanoveni aktivity
TrxR metodou se seleniCitanem sodnym byl pouzit TE pufr obsahujici 50 mM Tris/HCI,
I mM EDTA, pH 7,5. Ziskany homogenat byl prenesen do mikrozkumavek
a centrifugovan 20 minut pfi 16000 g a4 °C, nasledné byl supernatant pienesen do

¢istych mikrozkumavek a zamrazen pfi -20 °C.

3.4.2 Stanoveni celkovych proteini metodou dle Bradforda

Principem metody je reakce proteini v biologickém vzorku s barvivem Coomasie
Brilliant Blue G-250, pficemz dochazi k pfeméné barvy roztoku z hnédé na modrou
a tak 1 zméné absorpcniho maxima barviva ze 450 nm na 590 nm ((Bradford, 1976; Zor
& Selinger, 1996). Tato zména byla méfena spektrofotometricky na 96jamkové desticce.
Do kazdé jamky bylo napipetovano 45 pl deionizované vody (ddH,O), 5 ul vzorku
a 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova cinidla, desticka byla pfed méfenim lehce
protiepana a nechdna inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Pro pfipravu zasobniho
roztoku CBB bylo 50 mg CBB rozpusténo v 25 ml ethanolu a 50 ml 85% kyseliny
fosforecné, roztok byl nasledné doplnén na 100 ml ddH,O. Pracovni roztok
Bradfordova ¢inidla byl pfipraven vzdy novy pied méfenim, a to zfedénim zasobniho
roztoku ddH,O v poméru 1:4. Jako standard pro vytvoreni kalibraéni kiivky byl pouzit
hovézi sérovy albumin (BSA).

3.4.3 Stanoveni aktivity TrxR po tepelné inaktivaci

Pomoci dale zminénych metod byla v télnich extraktech métena také aktivita TrxR
po tepelné inaktivaci. Vzorek extraktu byl rozdélen na dvé Casti, pficemz jedna byla
pouzita na samotné méfeni aktivity TrxR. Druha cast byla inkubovana 30 min pfi
teploté 70 °C, poté byla ponechana pfi laboratorni teploté az do vychladnuti. Nasledné
byl vzorek centrifugovan 10 minut pii 16000g a 4 °C, supernatant byl pienesen do Cisté

mikrozkumavky. Poté byla ve vzorku stanovena aktivita TrxR podle popsanych postupa.
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3.4.4 Stanoveni aktivity TrxR end-point metodou s DTNB v extraktu

vCely medonosné a octomilky obecné
Metoda je zalozena na reakci kyseliny 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové (DTNB)
s NADPH+H" katalyzované TrxR, pii reakci je DTNB pomoci NADPH redukovana na
zluty  produkt 5S-thionitrobenzoovou  kyselinu (TNB), ktery je méfen
spektrofotometricky pfi 412 nm (Holmgren & Bjornstedt, 1995). Zména absorbance
byla sledovana pii 30°C. Pfi méfeni byly pouzity mozné inhibitory TrxR,
methylviologen (paraquat) a auranofin, v riznych koncentracich. Do kazdé jamky bylo
pfidano 10 pl pracovniho roztoku DTNB (finalni koncentrace 3,3 mM), 50 ul vzorku
(u blanku pouze stejné mnozstvi pufru), 10 ul NADPH (finalni koncentrace 200 pM),
inhibitor o objemu 0, 30, 60 nebo 90 ul a odpovidajici mnozstvi pufru, pificemz celkovy
objem inhibitoru a pufru ¢ini 230 pl. Reakéni smés byla jemné protiepana a inkubovana
5 min pfi laboratorni teplot¢, NADPH bylo pfidano vzdy jako posledni pro zahajeni
reakce. Méfeni probihalo vzdy v triplikatech. Roztok DTNB byl pfipraven rozpusténim
39,6 mg DTNB v 1 ml DMSO a roztok NADPH rozpusténim 4,93 mg NADPH v 1 ml
pracovniho pufru. Pracovni roztok inhibitoru methylviologenu byl pfipraven
rozpus§ténim 25,7 mg methylviologenu v1 ml ddH,O a néaslednym zfedénim
na koneénou koncentraci 10 mmol-1". Rozpusténim 1 g auranofinu v 1 ml DMSO byl
pfipraven zasobni roztok auranofinu, ktery byl dale zfedén na finalni pracovni

koncentraci 0,3 umol-1".

3.4.5 Stanoveni aktivity TrxR metodou s L-selenocystinem

v extraktu véely medonosné
Principem metody je specificka redukce L-selenocystinu (SC) pomoci TrxR a NADPH.
SC je neesencialni aminokyselina odvozena od Sec obsahujici dva atomy selenu. Pii
redukci se SC sté€pi na dvé molekuly Sec, spotiebu NADPH pro tuto redukci je mozné
zaznamenat spektrofotometricky jako pokles absorbance pfi 340 nm (Cunniff et al.,
2013). Méfeni bylo provedeno na 96jamkové destiCce v triplikatech, do kazdé jamky
bylo postupné pridano 40 ul pracovniho pufru, 20 pul 4 mM SC, 20 wul vzorku a 20 pl
2mM NADPH pro zahajeni reakce. Pfi pouziti inhibitoru methylviologenu bylo
pipetovano 10, 20 nebo 30 pl inhibitoru tak, aby soucet objemu inhibitoru a pufru Cinil
40 pl. V kontrolnich roztocich byl vynechan pfidavek SC, NADPH nebo obou latek
zaroven (objem roztoku v jamce byl vzdy doplnén pufrem na 100 ul). Reakéni smés

byla pfed méfenim promichana a inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté. Zmeéna
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absorbance byla méfena po dobu 20 minut v 30s intervalech. Zasobni roztok SC byl
pfipraven rozpusténim 13,4 mg L-selenocystinu ve 200 pul 1M NaOH, pfidanim 100 pl
IM HCI a doplnéni objemu na 1 ml pomoci ddH,O. Zasobni roztok SC o koncentraci
40 mM byl nésledné zfedén na koncentraci 4 mM pro samotné métreni. 2mM roztok
NADPH byl pfipraven rozpusténim 1,67 mg NADPH v 1 ml pracovniho pufru.
Pracovni roztok inhibitoru methylviologenu byl pfipraven rozpusténim 25,7 mg
methylviologenu v1 ml ddH,O a néaslednym zifedénim na koneCnou koncentraci

10 mmol 1™,

3.4.6 Stanoveni aktivity TrxR metodou se seleni¢itanem sodnym

v extraktu véely medonosné
Metoda je zalozena na detekci zmény absorbance vlivem spotieby NADPH. Jako
substrat pro TrxR byla pouzita nizkomolekularni anorganicka latka selenicitan sodny,
ktery je redukovan pomoci TrxR a NADPH (Arnér et al., 1999). Méfeni bylo provedeno
na 96jamkové desti¢ce vzdy v triplikatu. Do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul extraktu,
10 ul NADPH (finalni koncentrace 200 pmol-1"") a vhodné mnozstvi TE pufru, aby byl
konecny objem v jamce i s nasledné pfidanym inhibitorem 300 pl. Po 10minutové
inkubaci byl do jamky pfidan inhibitor methylviologen o riizné konecné koncentraci
a probehla dalsi inkubace vzorku po dobu asi 5 minut. Pro zahajeni reakce bylo pfidano
10 pl seleni&itanu o finalni koncentraci 100 umol-1". Zména absorbance byla mé&fena
10 minut pfi vinové délce 340 nm. Kontrola obsahovala pouze TE pufr, NADPH
a selenigitan. Zasobni roztok 30 mmol-l" seleni¢itanu sodného byl pfipraven
rozpusténim 5,18 mg seleni€itanu v 1 ml TE pufru, pracovni roztok byl nasledné 10x
ziedén. Roztok NADPH byl piipraven rozpusténim 4,93 mg NADPH v 1 ml TE pufru.
Pracovni roztok methylviologenu byl pfipraven rozpusténim 25,7 mg methylviologenu
v1 ml ddH,O, ktery byl poté ziedén na konetnou koncentraci 10 mmol 1"
Rozpusténim 1 g auranofinu v 1 ml DMSO byl pfipraven zasobni roztok auranofinu,

pii¢emz byl roztok dale zfedén na finalni pracovni koncentraci 0,3 pmol-1".

3.4.7 Zpracovani vysledku

Vsechna data ziskana z popsanych experimentd byla zpracovana v programu
Microsoft Excel 2007, vCetné vytvorenych grafi. Chybové useCky v grafech znaci
smeérodatnou odchylku vypocitanou z hodnot ziskanych mérenim vzorkl v technickych

triplikatech.
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4  Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni celkovych proteinit metodou dle Bradforda

Po proméfeni piipravenych standardi BSA o koncentraci 1-1000 pg'ml” byla
sestrojena kalibrani pifimka zavislosti poméru absorbanci pfi 590 a 450 nm na
koncentraci BSA (Obr. 8). Rovnice kalibracni pifimky byla nasledné pouzita pro urceni
koncentrace celkovych proteini v extraktech, na kterou byla pozdé€ji vztazena

vypocitana specificka aktivita TrxR.

4.2  Stanoveni aktivity TrxR po tepelné inaktivaci

V ziskanych extraktech véely medonosné a octomilky obecné byla provedena
inaktivace enzymu vysokou teplotou a poté byla méfena aktivita TrxR danou metodou.
Zaznamenané vysledky udéavaji miru vedlejSich reakci v pozadi mezi jednotlivymi
slozkami reak¢éni smési mimo TrxR. U metody s DTNB tvotily reakce v pozadi 3,3 %
z naméfené zmény absorbance, u metody se SC se jednalo o 35 % a v piipadé metody
se selenicitanem sodnym 9.3 %. Hodnoty aktivit naméfené u denaturovanych vzorka

byly odeCteny od hodnot aktivit ziskanych pfi stanoveni aktivity enzymu v ptivodnich

extraktech.
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Obr. 8 Kalibrace stanoveni celkovych proteini metodou Bradforda s pouzitim BSA - kalibracni
prfimka zavislosti poméru absorbanci 590/450 nm na koncentraci BSA. Rovnice primky je
y = 0,00161x + 0,892 s hodnotou spolehlivosti R* = 0,992
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4.3  Stanoveni aktivity TrxR end-point metodou s DTNB v extraktu

vCely medonosné a octomilky obecné

Bylo provedeno stanoveni aktivity TrxR pomoci metody pouzité v praci Kanzok et al.
(2001). Jako substrat pro TrxR byla pouzita latka DTNB, ktera po redukci vytvari zluté
zbarveny produkt, jehoz produkce je sledovana spektrofotometricky pii vinové délce
412 nm. Méfenim zmeény absorbance a naslednym vypoctem se vztazenim na celkovy
obsah proteini ve vzorku byla urCena specificka aktivita TrxR. DTNB ovSem neni
specifickym substratem pro TrxR a mohou jej redukovat také dalsi oxidoreduktasy
obsazené ve vzorku, které vyuzivaji NADPH. Bez dalsi purifikace enzymu z extraktu

tak neni mozné urcit pfesnou specifickou aktivitu TrxR.

V télnich extraktech A. mellifera a D. melanogaster byla stanovena aktivita
u neziedéného a 5x a 10x ziedéného vzorku (Tab. 1). Ziskané hodnoty jsou niz§i nez
v pavodnim c¢lanku Kanzok et al. (2001), kde byla naméfena specificka aktivita
DmTrxR 24,5 U'mg™, tedy 405,08 nkat-mg ™. Byly téz uvedeny kinetické parametry pro
DmTrx (K = 7,0 pmol-1™"), NADPH (K., = 6,5 pmol-1'") a DTNB (K, = 310 umol-1™).
Experiment byl vSak provadén srekombinantnimi enzymy, které byly nasledné
purifikovany, vysledky tak nebyly ovliviiovany vedlejSimi reakcemi dalSich latek

obsazenych v télnich extraktech (napf. jiné thiolové proteiny).

V puvodnim ¢lanku je stanovovana aktivita TrxR u D. melanogaster s pouzitim
inhibitoru methylviologenu. V této praci byl sledovan vliv moznych inhibitort
methylviologenu a auranofinu na aktivitu enzymu. U extraktu z D. melanogaster byl
pouzit pouze inhibitor methylviologen, a to jen v nizSich koncentracich 1, 2,
a 3 mmol-1”, jelikoZ nebylo dostupné dostateéné mnozstvi biologického materialu pro
ptipravu extraktu. Vysledky tak slouzi spiSe pro vychozi porovnani s puavodnim
Clankem. U A. mellifera bylo provedeno méfeni aktivity TrxR pifi inhibici
methylviologenem o koncentracich 1, 2, 3, 10, 20 a 30 mmolI"! (Obr. 9) a pfi inhibici

auranofinem o koncentraci 30, 60 a 100 nmol-1"! (Obr. 10).

Tabulka 1 Specificka aktivita TrxR v extraktu A. mellifera a D. melanogaster stanovena
end-point metodou s pouzitim DTNB

Specificka aktivita TrxR ve vzorku [nkat-mg™']

Organismus Bez fedéni 5x fedéni 10x fedéni
A. mellifera 0,320 +£ 0,006 0,268 + 0,008 0,330 + 0,005
D. melanogaster 0,332 +£0,016 0,308 = 0,004 0,138+ 0,008
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Obr. 9 Stanoveni inhibice aktivity AmTrsR methylviologenem. Kazdy vzorek byl méren
v technickém triplikatu.
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Obr. 10 Stanoveni inhibice aktivity AmTrxR auranofinem. Kazdy vzorek byl méfen
v technickém triplikatu.
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Podle Kanzok et al. (2001) byla enzymova aktivita DmTrxR inhibovana na 30 % pii
pouziti 10 umol-l'1 methylviologenu a zcela inhibovana pii pouziti 1 mmol-1"
methylviologenu. Vysledky ziskané v ramci této bakalarské prace se ovSem liSi.
Aktivita enzymu se pii inhibici 1 mmol-I" methylviologenem sniZila o 7-25 % v riizn&
ziedénych vzorcich. Uplna inhibice enzymové aktivity nebyla zaznamenana ani pfi
tiikrat zvySené koncentraci methylviologenu. Aktivita AmTrxR (TrxR z extraktu
A. mellifera) klesla po piidani methylviologu s kone¢nou koncentraci 1 mmol1”
09 —18 % v ruzné zfedénych roztocich. Vyrazna inhibice enzymové aktivity asi o 75 %
nastala az pf pouZiti methylviologenu o konetné koncentraci 20 a 30 mmol-1".
Mechanismus inhibi¢niho u¢inku methylviologenu je dvoji: generovani superoxidového
aniontu, ktery muze vést k tvorbé toxiCtésich ROS, jako jsou peroxid vodiku
a hydroxylovy radikal, nebo oxidace buné€ného NADPH, hlavniho zdroje redukénich
ekvivalentl, mimo jiné také pro TrxR (Suntres, 2002). Methylviologen by tak mohl byt
vyuzivan jako univerzaln€jsi inhibitor, jelikoz se pifimo nevaze na enzym a jeho

inhibi¢ni ucinky tak nejsou pfimo zavislé na struktute aktivniho mista enzymu.

Jako druhy testovany inhibitor byl pouzit auranofin. Aktivita AmTrxR byla nejvice
inhibovana 60 a 100 nmol-I"" auranofinem, a to o 40 a 38 %. Auranofin a jiné organické
sloueniny zlata jsou znamé jako dobré inhibitory lidské TrxR, ovSem
u D. melanogaster nebyly tyto inhibi¢ni UCinky auranofinu prokazany (Kanzok et al.,
2001). Divodem muze byt absence Sec v aktivnim misté hmyzi TrxR, kde se vaze
inhibitor. Sec je za béznych experimentalnich podminek G€inngjsi v navazani molekuly
zlata nez Cys, pravdépodobné diky niz§Simu pKa, kdy si narozdil od Cys udrzuje
zaporny naboj (Saccoccia et al., 2014). Na vzorcich zA. mellifera nebyl dosud

auranofin testovan, zda se vSak, Ze jeho vliv na AmTrxR neni zanedbatelny.

4.4  Stanoveni aktivity TrxR metodou s L-selenocystinem v extraktu
véely medonosné

Pfi stanoveni aktivity lidské TrxR podle Cunniff et al. (2013) bylo vyuzito jako

specifického substratu L-selenocystinu, ktery kromé TrxR nebyl redukovan jinou

NADPH reduktasou obsazenou v burikach. Stejny substrat byl testovan v této

bakalarské praci pro meéreni aktivity AmTrxR, jako inhibitory enzymové reakce byly

pouzity latky methylviologen o koncentracich 1, 2, a 3 mmol1™ (Tab. 2) a auranofin

o koncentraci 30, 60 a 100 nmol-1"! (Tab. 3).
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Aktivita AmTrxR méfend touto metodou byla o 70 — 80 % nizsi nez aktivita enzymu
stanovend metodou s DTNB ¢i seleniCitanem sodnym. Inhibice enzymové reakce
methylviologenem nebyla pfili§ ucinna, ve dvou piipadech byla naméfena aktivita
v pfitomnosti inhibitoru vyssi nez aktivita enzymu stanovena bez ptidavku inhibitoru.
Meéfeni bylo nejspisSe ovlivnéno vedlejsSimu reakcemi substratu a inhibitoru v reakéni
smési. Neuspokojivé vysledky byly ziskany také pfi testovani inhibice aktivity TrxR
auranofinem. 1 kdyz se aktivita enzymu snizila o 10 % po inhibici 60 nmol-l"
auranofinem, pii zvyené koncentraci 100 nmol-1" hodnota aktivity opét vzrostla.
Metoda tak neni vhodnd pro méfeni AmTrxR =z extraktu, pro uplné potvrzeni
pouzitelnosti SC jako substratu by bylo potfeba pouziti purifikované TrxR pii méteni
aktivity. Bylo ukéazano, ze SC je ucinné redukovan sav¢i TrxR s kinetickymi hodnotami
Kn=6 umol-l'1 a ke, = 3200 min'l) blizkymi pfirozenému substratu Trx (Misra et al.,
2018). Moznym vysvétlenim absence aktivity AmTrxR pfti pouziti SC jako substratu je
predpokladana rozdilna struktura aktivniho mista oproti lidské TrxR, presnéji nahrada
Sec na C-terminalnim konci za Cys. Sec je obecné povazovan za reaktivnéjsi nez Cys,

proto i mnozstvi substrati pro lidskou TrxR muze byt vétsi nez u AmTrxR.

Tab. 2 Stanoveni specifické aktivity TrxR v extraktu A. mellifera pti pouZiti inhibitoru
methylviologenu metodou s L-selenocytinem

Koncentrace inhibitoru [ mmol-1"] Specificka aktivita TrxR ve vzorku [nkat- mg"l]
0 0,054 + 0,002
1 0,063 £ 0,002
2 0,052 = 0,001
3 0,063 + 0,001

Tab. 3 Stanoveni specifické aktivity TrxR v extraktu A. mellifera pti pouZiti inhibitoru
auranofinu metodou s L-selenocytinem

Koncentrace inhibitoru [ nmol-1"] Specificka aktivita TrxR ve vzorku [nkat~mg"l]
0 0,063 + 0,002
30 0,060 + 0,004
60 0,057 + 0,003
100 0,062 + 0,003
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4.5  Stanoveni aktivity TrxR metodou se seleni¢itanem sodnym

v extraktu véely medonosné
Substratem pro TrxR je pfi této metode nizkomolekularni anorganické latka selenicitan
sodny, ktery oxiduje thiolové skupiny TrxR. Amér et al. (1999) zahrnuji selenicitan
mezi substraty vhodné pro meéfeni aktivity lidské TrxR a testovani inhibice tohoto
enzymu potencialnim inhibitorem. Pfi méfeni aktivity AmTrxR byly pouzity inhibitory
methylviologen o koncentracich 1, 2, 3, 10, 20 a 30 mmol-I"! (Obr. 11) a auranofin

o koncentraci 30, 60 a 100 nmol-1"! (Obr. 12).

Naméfena aktivita AmTrxR se seleniCitanem sodnym jako substratem (Tab. 4) je
srovnatelna s hodnotami ziskanymi pomoci metody s DTNB a vysoce tak presahuje
hodnoty aktivity meéfené metodou se SC. Pfidavek methylviologenu o konecné
koncentraci 1 mmol-I"' sniZil aktivitu enzymu o 10 — 25 %. Nejvétsi pokles aktivity byl
zaznamenan po inhibici 30 mmoll' methylviologenem, a to 055 %. Uginek
methylviologenu pfi vysSich koncentracich tak neni srovnatelny s vysledky u metody
s DTNB a duvodem zde muzou byt jiné vedlejsi interakce inhibitoru ¢i enzymu se
substratem. Jako dalsi inhibitor byl pouZit auranofin. Inhibice 60 nmol-1"! a 100 nmol-1"
auranofinem snizila aktivitu o 28 % a 30%, coz znaci opét mensi pokles nez v piipadé
metody s DTNB. Tyto inhibitory nebyly zatim dfive testovany pro inhibici AmTrxR,
proto neni zcela jasné, jaky je mechanismus této inhibice a jaké vedlejsi reakce mohou
probihat mezi jednotlivymi slozkami reakéni smési. Mozné vysvétleni pro nizsi
ucinnost inhibitort pfi této metodé je mensi specifi¢nost metody, pfiCemz se na redukci
substratu podileji i dalsi oxidoreduktasy obsazené v extraktu, které jsou méné ¢i vibec

inhibovany danymi latkami.

Tab. 4 Specificka aktivita TrxR v extraktu A. mellifera pti stanoveni metodou se selenicitanem
sodnym

Specificka aktivita TrxR ve vzorku [nkat-mg™']

Organismus Bez fedéni 5x fedéni 10x fedéni

A. mellifera 0,344+ 0,014 0,362 + 0,008 0,343 + 0,025
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Obr. 11 Stanoveni inhibice aktivity AmTrxR methylviologenem. Kazdy vzorek byl méfen
v technickém triplikatu.

120

100

80
60
40
20

0

30 nM 60 nM 100 nM
Koncentrace auranofinu [nM]

Aktivita TrxR [%)]

Obr. 12 Stanoveni inhibice aktivity AmTrxR auranofinem. Kazdy vzorek byl méfen
v technickém triplikatu.
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S Zavér

V teoretické Casti prace byly shrnuty dostupné informace o antioxida¢nim systému
hmyzu. Bylo popsano plsobeni oxidacniho stresu a jaké vné&jsi Ci vnitini faktory jej
ovlivilyji. V ramci popisu antioxida¢niho ochrany byly vysvétleny funkéni mechanismy
jednotlivych latek patficich do enzymové ¢i neenzymové slozky antioxidacniho systému.
Déle byla zaméfena pozornost na thioredoxinovy systém, jeho soucasti a funkci

v antioxidacni ochrané hmyzu, zvlasté zastupct rodu Apis.

V praktické casti bakalairské prace byly testovany spektrofotometrické metody
stanoveni aktivity TrxR u v€ely medonosné. Metoda s DTNB a metoda se seleniCitanem
sodnym poskytly srovnatelné vysledky stanoveni aktivity enzymu z extraktu vcel.
Naopak SC se zda byt nevhodnym substratem pro AmTrxR, protoze namétena aktivita
byla vyrazné nizsi nez dalSich testovanych metod. Divodem miize byt absence Sec
v aktivnim mist¢ AmTrxR. Jako mozné inhibitory AmTrxR byly testovany
methylviologen a auranofin. Methylviologen o koncentraci 30 mmol-1" inhiboval
aktivitu AmTrxR az o 75 % u metody s DTNB, avsak pouze o 55 % u metody
se seleni¢itanem sodnym. Auranofin o koncentraci 60 nmol-1’ pouZity u metody
s DTNB inhiboval aktivitu AmTrxR o 40 %, pfi stanoveni aktivity AmTrxR metodou
se seleni¢itanem sodnym byla aktivita nejvice inhibovana 100 nmol-1" auranofinem,
a to 0 30 %. Pti stanoveni aktivity metodou se SC nebyla zaznamenana vyrazna inhibice
enzymu ani jednim z testovanych inhibitort. Pro dalsi optimalizaci stanoveni aktivity
AmTrxR by mély byt vyzkouSeny metody purifikace enzymu ¢i  pfiprava

rekombinantniho enzymu a nasledné ovéfeni pouzitych spektrofotometrickych metod.
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7  Seznam pouzitych zkratek

AmTrxR

APx

BSA

CAT

CBB

DMSO

DTNB

DmTrxR

GPx

GR

GSH

GSSG

GST

Msr

RNS

RNR

ROS

SOD

TPx

Trx

TrxR

thioredoxinreduktasa z Apis mellifera
askorbatperoxidasa

hovézi sérovy albumin

katalasa

Coomasie Brilliant Blue G250
dimethylsulfoxid
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
thioredoxinreduktasa z Drosophila melanogaster
glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa

glutathion

glutathiondisulfid
glutathionS-transferasa
methioninsulfoxidreductasa

reaktivni formy dusiku
ribonukleotidreduktasa

reaktivni formy kysliku
superoxiddismutasa
thioredoxinperoxidasa

thioredoxin

thioredoxinreduktasa

47



