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Abstrakt

Véela medonosna (Apis mellifera) je vyznamny zastupce spolecenského hmyzu
s nepostradatelnou roli opylovace rostlin a producenta lidmi Siroce vyuzivanych
véelich produktd. V pribéhu svého Zivota jsou vcely vystavovany tfadé stresovych
faktori, které mohou vést k rozvoji tzv. oxidacniho stresu, tedy vyznamnému zvySeni
hladiny reaktivnich forem kysliku v organismu. Ackoliv tyto reaktivni slouceniny maji
pii fyziologickych koncentracich funkci jako signalni molekuly v komplexni bunééné
signdlni siti, je potfeba regulovat jejich hladinu pomoci nizkomolekularnich
antioxidantli (kyselina askorbova, vitellogenin, tokoferoly aj.) a antioxidacnich

enzymu (superoxiddismutasa, askorbatperoxidasa, katalasa aj.).

V teoretické Casti jsou shrnuty dostupné poznatky o neenzymovém i enzymovém
vzniku reaktivnich forem kysliku, jejich katabolismu a funkci v signalnich drahach
hmyzu se zaméfenim na véelu medonosnou. V neposledni fadé jsou zde shrnuty i
poznatky o tématech oxidac¢niho stresu a antioxida¢ni ochrany, nasleduje piehled
publikovanych metod detekce a kvantifikace antioxidac¢nich enzymi v hmyzich

bunikach.

V praktické c¢asti byly zavedeny metody spektrofotometrického stanoveni aktivity
superoxiddismutasy a askorbatperoxidasy ve vzorcich véel (hlava, hrudnik, zadecek),
tyto enzymy byly také detekovany pomoci diskontinudlni elektroforézy
V polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek. Stejnym zpisobem byla
elektroforeticky detekovana také katalasa. Nejvyssi aktivita superoxiddismutasy byla
detekovéana v hrudnicich, jez obsahuji letové svaly spojené s vysokymi metabolickymi

naroky pii letu a tim 1 vy$$i pravdépodobnosti vzniku reaktivnich forem kysliku.



Nejvyssi aktivita askorbatperoxidasy byla detekovana v zadecCcich. V této télni Casti se
nachdzi velka cast traviciho ustroji a vysokd enzymova aktivita mize byt vysvétlena

ochranou pted prooxidanty pfijimanymi z potravy ¢i vznikajicimi v prub&hu traveni.
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Honey bee (Apis mellifera) is an important representative of social insects with an
essential role of a plant pollinator and producer of bee products widely used by
humans. During their life, bees are exposed to a number of stress factors that can lead
to the development of so-called oxidative stress, a significant increase in the level of
reactive oxygen species in the organism. Although these reactive compounds are
present at physiological concentrations as signal molecules in the complex cell signal
network, it is necessary to regulate their level with low-molecular antioxidants
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reactive oxygen species formation. The highest activity of ascorbate peroxidase was
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body and high enzyme activity can be explained by protection from prooxidants
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Cile prace

- Vypracovat literarni reSerSi shrnujici dostupné poznatky o slozkach a funkci
enzymovych a neenzymovych slozek antioxida¢niho systému hmyzu, se
zamétenim na véelu medonosnou (Apis mellifera)

- Zavedeni metody stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymu (superoxid
dismutasa, askorbatperoxidasa)

- Studium zmén aktivit antioxida¢nich enzyml po vystaveni dospélych vcel

stresovym faktoriim v laboratornich podminkach



1 Uvod

Véela medonosna (Apis mellifera) je vyznamny zastupce spoleCenského hmyzu
s nepostradatelnou roli opylovace rostlin a producenta lidmi Siroce vyuzivanych véelich
produktd, jako je naptiklad med, vosk ¢i propolis. V pribéhu svého Zivota jsou véely
Casto vystavovany fadé stresovych faktort, mezi néz patii napiiklad infekce
patogennimi viry a bakteriemi, napadeni parazity, zasahy vcelafe do vcelstev béhem
sezény a v neposledni fad¢ také xenobiotika pochazejici z pesticidi nebo pramyslové
¢innosti ¢lovéka. Disledkem vystaveni vcel témto stresovym faktorim vede Kk rozvoji
tzv. oxida¢niho stresu, tedy vyznamného zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku
(ROS, zangl. terminu ,reactive oxygen species®) v organismu (Even et al., 2012;
Kodrik et al., 2015).

Jako reaktivni formy kysliku oznacujeme chemicky vysoce reaktivni slouceniny
kysliku, které lze rozliSit na volné radikaly s jednim ¢i vice neparovymi elektrony
a neradikalové formy sdilejici jejich neparové elektrony (Kodrik et al., 2015). Radime
mezi né& napiiklad superoxidovy anionradikal (O,-), hydroxylovy radikal (-OH),
hydroperoxylovy radikal (HO,-) a peroxid vodiku H,O,. Zminéné chemické slou¢eniny
muzeme délit na primarni, jejichz koncentrace je enzymaticky regulovdna
(superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT)) a mezi néz fadime naptiklad
superoxidovy anionradikal (O;), a sekundarni, které nejsou pfili§ dobte kontrolovany a
které vznikaji interakci s jinymi molekulami ¢&i pfechodnymi kovy, ptikladem je
hydroxylovy radikal (-OH)(Weidinger a Kozlov, 2015).

Vznik reaktivnich forem kysliku v mitochondriich, peroxisomech ¢i chloroplastech
je pevné spjaty s aerobnimi organismy, které vyuZzivaji procesy, jako je dychani
a fotosyntéza, béhem nichz vznikaji ¢aste¢nou redukci molekuly kysliku. Ke vzniku
ROS dochazi i1 za fyziologickych podminek rliznymi enzymovymi i neenzymovymi
reakcemi. Jejich hladina musi byt udrZzovana v nizkych koncentracich, pokud dojde
k jejich zvySené produkci nebo jsou nedostate¢né odbouravany, zvysi se koncentrace
ROS v organismu. Zvysené hladiny reaktivnich forem kysliku v organismu pak vedou
k oxida¢nimu poskozeni proteint, lipidd a nukleovych kyselin. Tyto vyznamné
makromolekuly pak ztraci své charakteristické funkce, coZ se mlZze negativné odrazet
na organismu procesem starnuti, karcinogenezi nebo bunéénou smrti (Weirich et al.,

2002; Weidinger a Kozlov, 2015).
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Pti fyziologické koncentraci figuruji ROS v celé fadé€ procesti — biosyntéze hormond,
bunécné signalizaci vramci aktivace obranné odpovédi bunky a v antimikrobialni

ochrané (Veal et al., 2007; Rada a Leto, 2008).

Mezi aerobni organismy fadime mj. hmyz, ktery pii letu vykazuje intenzivni
energeticky metabolismus, ktery je spojeny se zvySenou produkci ROS. Idedlnim
organismem pro pozorovani tohoto jevu je pravé véela medonosnd, V jejichz létacich
svalech Ize ocekavat vysokou miru oxidac¢niho stresu (Williams et al., 2008). V ramci
prevence ochrany pied oxida¢nim stresem vyvolanym reaktivnimi formami kysliku
vzniklymi jednak touto cestou a jednak jako odpovéd’ na stresové faktory uvedené vyse,
si aerobni organismy Vvyvinuly komplexni sit' tvofenou nizkomolekularnimi
antioxidanty (kyselina askorbova, glutathion, tokoferoly aj.) a antioxida¢nimi enzymy,
které maji za cil snizovat hladinu ROS v organismu. Pfikladem antioxida¢nich enzymu
je SOD, CAT ¢i askorbatperoxidasa (APX)(Felton a Summers, 1995; Corona a
Robinson, 2006).

Vyzkumy spojené shmyzem vyuzivaji studia modelovych organismd, casto
napiiklad octomilky obecné (Drosophila melanogaster) ¢i  zastupci Celedi
komarovitych (Anopheles), které jsou ve srovnani se véelami hloubéji prozkoumany.
Predmétem studia této bakalaiské prace je zkoumat antioxidacni systém vcely
medonosné a ziskat tak hlubsi znalosti o vyznamné soucasti metabolismu tohoto

organismu.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Vznik reaktivnich forem Kkysliku

Rozlisujeme enzymové a neenzymové zdroje ROS. Mezi neenzymové zdroje ROS patii
zejména mitochondridlni elektronovy transportni fetézec, ionizujici zareni a plsobeni
t&zkych kovii (napf. Fe®* & Cu®)(Kodrik et al., 2015). V&ela medonosné se potyké
s oxida¢nim stresem hlavné kvili intenzivni svalové namaze zpiisobené 1étanim, které
ve srovnani s klidovym stavem vcely az stonasobné zrychluje metabolismus. Proto
dochazi k tvorbé velkého mnozstvi ROS v mitochondriich 1étacich svala (Suarez et al.,
1999). Reakce H,0, sionty piechodnych kovu jako jsou Zelezo ¢i méd’ nazyvame
Fentonova reakce a produkty této reakce jsou kromé oxidovaného atomu kovu (Fe3+ ¢i
Cu?") také hydroxylovy radikal a hydroxidovy anion. Vlivem ionizujiciho zafeni mizZe
byt hydroxylovy radikal v ptitomnosti kysliku pfeménén na H,O, a organické peroxidy
(Biaglow et al., 1992; Chiu et al., 1993).

Naproti tomu enzymové zdroje reaktivnich forem kysliku jsou piedevsim NADPH
oxidasy (EC 1.6.3.1) lokalizované v cytoplazmatické membrané fagocytarnich bunék
(Racek aHolecek, 1999), cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) v membranovych
strukturach organel (Stiborova etal., 1999) a xantinoxidasa (EC 1.17.3.2), jejiz
lokalizaci demonstrovali Beard a Holtzman (1987) u octomilky obecné v peroxisomech.

2.1.1 Neenzymové

2.1.1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou dilezité bunééné organely aerobnich zivocichti generujici chemickou
energii pro bunku. Nedilnou souc¢asti mitochondrii je dychaci fetézec, v némz probihaji
redoxni reakce a prenos protonti do mezimembranového prostoru. Vznika tak protonovy
gradient, jenz pohani ATPasu pii syntéze ATP, coz je dulezity zdroj energie pro vétSinu
bunéénych aktivit. V ramci dychaciho fetézce dochdzi k ptenosu 4 elektroni na
molekulu kysliku, ktery je redukovan na vodu (Alberts etal., 1998). Z celkového
mnozstvi 1 — 3 % elektront transportovanych skrze elektronovy transportni fetézec
vybocuje ztohoto procesu a interakci s molekulou kysliku vede K tvorbé

superoxidového anionradikalu (Fridovich, 2004).

Soucasti elektronového transportniho fetézce jsou komplexy zakotvené ve vnitini
mitochondrialni membrané (Obr. 1), jedna se o NADH-Q oxidoreduktasu (komplex I),

sukcinat-Qreduktasu  (komplex 1), Q-cytochrom-c-oxidoreduktasu (komplex I11)
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Obrazek 1: Schéma mitochondridlniho dychaciho fetézce. I, I, III a IV oznacuji jednotlivé
membranové komplexy, elektrony z molekuly NADH jsou pienaseny pies redoxni centra
komplexu | na koenzym Q. Ten se redukuje a spolu s pienosem protoni z matrix do
mezimebranového prostoru predava elektrony na komplex III. Nésleduje ptenos elektronti na
cytochrom ¢ a komplex IV néasledné katalyzuje oxidaci ¢tyf po sob¢ redukovanych molekul
cytochromu ¢ za soucasné redukce molekuly O, a vzniku vody (Pfevzato z: Kodicek et al.,
2015).

a cytochrom-c-oxidasu (komplex 1V). Elektrony z molekuly NADH jsou pfenaseny ptes
redoxni centra komplexu I na koenzym Q (ubichinon), ktery se tak redukuje a spolu
s pfenosem protont (H') z matrix do mezimembranového prostoru piedava elektrony
dale na komplex III. Vznikly elektrochemicky potencial je dale vyuzit pro tvorbu ATP
za katalyzy ATP syntasou (Kodicek etal., 2015). Bioenergetické vlastnosti
mitochondrii, jejich vysoky kyslikovy obrat a pfitomnost jejich vlastni SOD naznacuji,
Ze jsou tyto organely aktivnim intracelularnim zdrojem ROS (Nohl et al., 2003).
V souvislosti s produkci kyslikovych radikali je vhodné se zaméfit na komplex I
a komplex 111 (Beyer, 1992; Muller et al., 2004). Pfi¢inami této produkce jsou hlavné
snizena aktivita komplexu zptsobena genetickymi defekty (Pitkdnen a Robinson, 1996),
zmény membranového potencialu (Liu et al., 2002), a inhibitory blokujici elektronovy

transportni fetézec (Chen et al., 2003).

2.1.1.1.1 Komplex I
Kofaktor ubichinonreduktasy flavinmononukleotid (FMN) pfijima elektrony z NADH

apodil jeho redukované formy se odviji od poméru NADH/NAD". Produkce ROS
vznika tehdy, dojde-li kreakci kysliku sredukovanym FMN. V pfipadé inhibice
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elektronového transportniho fetézce inhibitorem komplexu | rotenonem (flavonoid
pouzivany mj. jako insekticid) dochazi k hromadéni NADH v matrix a ke zvySeni
poméru NADH/NAD", coz ma za nasledek produkci O, + do matrix. Protoze se jedna
0 nabitou castici, O, + neprochdzi membranou, prichod je mozny az po preméné na

H20,, ktery se tak dostava do extramitochondrialniho prostedi (Muller et al., 2004).

V piipad¢ zpétného transportu elektront z komplexu II na komplex I pfes ubichinon
pii oxidaci sukcinatu dochazi k nadprodukci O; - na komplexu I. Tento d¢€j je podminén
vysokym protonovym gradientem, jedna se o pfipad, kdy neprobiha produkce ATP
(Liu et al., 2002).

2.1.1.1.2 Komplex Il
Tvorba O, na komplexu III je spjata se semichinonovym radikalem (QH-, chinonova

struktura ubichinonu po pfijeti jednoho elektronu a jednoho protonu), konkrétné
zpomalenim ¢i zastaveni pfenosu elektronu ze semichinonu (vazan¢ho ve vazebném
misté Qo komplexu Ill) na ubichinon. Pfi¢inou zpomaleni je vysoky membranovy
potencial, zastaveni elektronového pienosu je zpisobeno antimycinem A (inhibitor Q;
vazebného mista komplexu III pouzivany jako fungicid a insekticid). V obou piipadech
dochazi k delsimu setrvani semichinonového radikalu na vazebném misté Qp a tim se

zvysuje riziko pfeneseni elektronu na molekulu kysliku (Raha et al., 2000).

2.1.2 Enzymové
2.1.2.1 Oxida¢ni vzplanuti

Imunitni reakci hmyzu tvoti dvé tésné propojené slozky — bunééna a humoralni
odezva (Hultmark, 1993; Hoffmann, 1995). Buné&tnou odpoveéd’ zprostiedkovavaji
hemocyty (hlavni imunitni bunky bezobratlych) pomoci fagocytoézy, enkapsulace
anodulace. Humoralni obranu zajistuji efektorové molekuly jako antimikrobialni
peptidy, melanin, produkty fenoloxidasové kaskady a reaktivni formy kysliku a dusiku
(Browne etal., 2013; Borba et al., 2015). Mezi hlavni enzymy katalyzujici vznik
volnych radikali patii NADPH-oxidasa nachazejici se V plasmatické membrané
fagocytl, ktera katalyzuje vznik superoxidového anionradikalu jednoelektronovou
redukci kysliku (Racek a Holecek, 1999):

(1) 2 0, + NADPH — 2 Oy + NADP" + H*
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Ben-Ami (2011) popsal iniciaci fagocytézy u octomilky navazanim pfislusnych
konzervovanych mikrobidlnich motivli na receptory na povrchu plasmocyti (typ
hemocytli popsany ve zminéné praci u octomilky). Takto rozpoznané patogeny jsou
zachyceny a nasledné fagocytovany (Tojo etal.,, 2000; Ben-Ami, 2011). Zachyceni
patogenu fagocytarni bunikou stimuluje aktivitu membranové vazané NADPH oxidasy,
ktera diky premisténi elektronli z cytosolarni NADH k extracelularnimu kysliku
produkuje superoxidy (které mohou byt dale pfeménovany na ucinnéjsi metabolity —
H.0,, hydroxylovy radikal ¢i peroxynitril) K jejich usmrceni (Racek a Holec¢ek, 1999).
V misté infekce vSak mulize dojit k uvolnéni enzyml a mistnimu poskozeni tkani

(Baggiolini a Wymann, 1990).

2.1.2.2 Cytochromy P450
Cytochromy P450 ptedstavuji skupinu enzymd, které se obecné podileji na metabolismu

endogennich latek a malych hydrofobnich xenobiotik, které transformuji na polarné;si
produkty, coz umoziuje jejich vylouceni a zamezeni akumulace (Stiborova etal.,
1999). Katalyzuji rozmanité reakce — mj. hydroxylaci, sulfoxidaci ¢i epoxidaci
(Bernhardt, 1995). Tyto enzymy obsahuji porfyrinové jadro s atomem zeleza jako
centralnim atomem (Estabrook, 2005; Coon, 2005), jehoz ligandem je mj. thiolatovy
anion pochazejici z cysteinu. Dalsim ligandem se v probihajici reakci stava atom
kysliku molekuly vody. V ramci eukaryot se vyskytuji v membranovych strukturach
mitochondrii a endoplazmatického retikula (Lamb a Waterman, 2013).

Cytochromy P450 katalyzuji monooxygenasové reakce prostiednictvim propojeni
s enzymem lokalizovanym v endoplazmatickém retikulu — NADPH:cytochrom P450
reduktasou ¢i dal§imi mitochondrialnimi enzymy (Stiborova etal., 1999). Funkci
cytochromt P450 je katalyza monooxygenasové reakce, béhem niz dochazi k za¢lenéni
jednoho atomu molekuly kysliku do substratu, zatimco druhy atom kysliku se redukuje
na vodu (Hanukoglu, 2006):

2) RH + O, + NADPH + H* — ROH + H,0 + NADP*

V téchto reakcich se nejdiive prenaseji elektrony zNADPH bud na
NADPH:cytochrom P450 reduktasu v endoplazmatickém retikulu nebo na
ferredoxinreduktasu a Fe-S protein v mitochondriich a poté na cytochromy P450, které
ve své redukované formé& aktivuji molekulu kysliku a jak je popsano vyse, jeden

kyslikovy atom je zaclenén do substratu a druhy atom kysliku se redukuje na vodu
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(Stiborova et al., 1999). V pripad¢, ze je ¢ast elektroni prenasena na jiné akceptory,
naptiklad molekulu kysliku, dochazi ke vzniku kyslikovych radikala (Ding et al., 1991,
Kohno et al., 2005).

2.1.2.3 Xantinoxidasa
Xantinoxidasa (XO) je enzym obsahujici molybden, dvé FeS centra a kofaktor FAD

a katalyzujici oxidaci mnohych substrat, mezi né€z patii puriny hypoxantin a xantin,
Znichz vznik4 kyselina mocova. Jednd se o Zzivotné dulezitou reakci urikotelnich
zivocicht, mezi které patii také suchozemsky hmyz (Anderson a Patton, 1954). Existuje
také fada akceptord elektronu, které interaguji S timto enzymem - 2z hlediska vzniku
ROS je vhodné zminit pfedev§im molekulu kysliku (Gray, 1971), ktera vede ke vzniku
superoxidovych radikalt a H,O, (Muraoka, 1967). XO je tedy dalsim zdrojem radikala
odvozenych od kysliku, které vedou k oxida¢nimu poskozeni zivych tkani. Tento enzym

katalyzuje reakce produkujici superoxidovy radikal nebo H,O, (Lacy et al., 1998):
3) xantin + H,O + 2 O, — kys. mocova +2 Oy + 2H*

4) xantin + H,O + O, — kys. moc¢ova + H,0,
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2.2 Katabolismus reaktivnich forem kysliku
Jak bylo v predchozich fadcich popsano, reaktivni formy kysliku mohou v organismu

vzniknout riiznymi enzymovymi a neenzymovymi cestami. ZvySené koncentrace ROS
v disledku jejich zvysené produkce a nedostate¢ného ¢i naruseného odbouravani nejsou
pro organismus pozitivni, nebot’ ve vétsi mife posSkozuji dilezité makromolekuly, jako
jsou proteiny nebo nukleové kyseliny (Sohal a Weindruch, 1996). Je tedy ziejmé, Ze
koncentrace ROS v organismu musi byt regulovana. Za ucelem prevence vzniku
oxida¢niho posSkozeni si organismy vyvinuly sadu antioxida¢nich enzymu (Cadenas,
1989), které spolu s neenzymovymi antioxidanty (napf. kyselina askorbova, glutathion —
viz 4. kapitola) zajist'uji komplexni antioxida¢ni ochranu organismu (Felton a Summers,
1995; Corona a Robinson, 2006).

2.2.1 Antioxidacni enzymy
Obrana proti poSkozeni organismu reaktivnimi formami kysliku je zajiStovana

fetézovymi reakcemi riiznych antioxidantli, z nichZ enzymové antioxidanty délime na
primarni a sekundarni. Primarni antioxida¢ni enzymy (napt. SOD, CAT, peroxidasy)
pusobi na ROS piimo, oproti tomu sekundarni (napf. thioredoxinreduktasa) nepiimo
ptispivaji k jejich katabolismu naptiklad recyklaci elektronovych donori (Corona
a Robinson, 2006).

2.2.1.1 Primarni antioxida¢ni enzymy

2.2.1.1.1 Superoxiddismutasa (EC 1. 15. 1. 1)

vvvvvv

obrannych systémil. Ulohou t&chto enzymii je katalyza dismutace superoxidu na méng
reaktivni a dale rozlozitelnou slouc¢eninu H,O, a kyslik. Tento d& vystihuji reakce

5a 6 nize (M = Cu (n = 1) anebo Mn (n = 2))(Matouskova et al., 2014):
(5) M™D* - SOD + 0, — Mn* - SOD + O,
(6) Mn* - SOD + O, + 2H" —» M™Y* . SOD + H,0,

V soucasnosti jsou popsany ctyii odlisné izoformy SOD S riznymi kovovymi
kofaktory (Wolfe-Simon et al., 2006). Dvé z nich maji ve své struktufe méd’ a zinek
a jsou lokalizovany v cytoplasmatickém kompartmentu (CuZn-SOD nebo SOD1) nebo
v extracelularnich prostorach (EC-SOD nebo SOD3). Homodimerni SOD1 ma
molekulovou hmotnost 32 kDa a homotetramerni SOD3 135 kDa. Tteti izoforma

s manganem jako kofaktorem (Mn-SOD nebo SOD2) je homotetramer o molekulové
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hmotnosti jednotlivych podjednotek 23 kDa a je lokalizovan zejména v matrix
mitochondrii (Zelko et al., 2002). Ctvrtda izoforma Fe-SOD byla detekovana
U cyanobakterii a jinych prokaryot, stejné jako v plastidech nékterych rostlin (Okada
etal., 1979; Tsang et al., 1991). Zcela nova izoforma Ni-SOD byla nalezena u bakterii
rodu Streptomyces, jde o heterotetramer bez ziejmé sekvencni homologie ke zndmym
Mn-SOD nebo Fe-SOD (Kim et al., 1996).

Jednotlivé typy SOD lze rozlisit na zaklad¢ piislusné citlivosti vici nasledujicim
slou¢eninam. Kyanid inhibuje Cu,Zn-SOD, ale nikoliv Mn-SOD a Fe-SOD (Weisiger
a Fridovich, 1973), dodecylsiran sodny (SDS) inhibuje Mn-SOD (Geller a Winge,
1983), diethyldithiokarbamat ptsobi na Cu,Zn-SOD chelataci meédi (Kelner
a Alexander, 1986), H,O, sEDTA inaktivuje Fe-SOD a Cu,Zn-SOD (Hodgson
a Fridovich, 1975), azid sodny inhibuje enzymy v nasledujicim pofadi: Cu,Zn-SOD
< Mn-SOD < Fe-SOD (Misra a Fridovich, 1978).

2.2.1.1.2 Katalasa (EC 1.11.1.6)
CAT je enzym vyskytujici se u vétSiny aerobnich organismt zejména v peroxisomech,

dale v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu (Hsieh a Hsu, 2013). Jedna se
0 tetramerni enzym o celkové molekulové hmotnosti 240 kDa, obsahujici 4 stejné
podjednotky o molekulové hmotnosti 60 kDa V tetraedralnim uspofadani. Zajist'uje

rozklad dvou molekul H,O; za vzniku vody a kysliku (Matés et al., 1999):
(7) 2 H,0, — 2 H,O + O,

Tato zdéanlivé jednoduché reakce miiZze byt rozdélena do 2 krokt v zavislosti na typu
CAT. V soucasné dobé je dostupnych vice nez 300 sekvenci pro CAT, které
klasifikujeme do tfi skupin — co do Cetnosti jde sestupné o: monofunkéni CAT, CAT-
peroxidasy a CAT obsahujici mangan (Chelikani et al., 2004). Posledni jmenovana
skoupina zahrnuje v porovnani s pfedchozimi dvéma nehemové CAT (Zamocky
a Koller, 1999).

2.2.1.1.2.1 Monofunkéni katalasy
Jednd se o nejvétsi podskupinu, jejiz clenové se vyskytuji témetr ve vSech aerobnich

organismech — prokaryotnich i eukaryotnich. Zadna z téchto CAT viak nebyla prozatim
popsana v doméné Archae. VétSinou se jedna o homotetramery s molekulovou
hmotnosti 200-340 kDa se ¢tyfmi hemovymi skupinami (Zamocky a Koller, 1999).

Mechanismus degradace H,O; je spolecny pro vSechny CAT obsahujici hem a zahrnuje
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2 kroky — nejdiive jedna molekula peroxidu oxiduje hem na oxyferrylovou formu za
soucasného odstranéni jednoho oxida¢niho ekvivalentu ze zeleza a jednoho
z porfyrinového kruhu za wvzniku porfyrinového kationradikalu. Druhda molekula
peroxidu slouzi jako redukéni Cinidlo takto vzniklého meziproduktu za soucasné
regenerace enzymu a vzniku molekuly vody a kysliku. Popsany d€j popisuji reakce

8 a 9 nize (Chelikani et al., 2004):
(8) Enz (Por-Fe"") + H,0, — meziprodukt (Por+.-Fe'V=0) + H,0
(9) meziprodukt (Por+.-Fe'V=0) + H,0, — Enz (Por-Fe'") + H,0 + O,

2.2.1.1.2.2 Katalasy-peroxidasy
CAT spadajici do této skupiny se vyskytuji ve vSech tiech doménach (bakterie, archea

a eukaryota)(Levy et al., 1992; Fraaije et al., 1996). Molekulova hmotnost téchto
vétsinou homodimernich enzymi se pohybuje mezi 120 a 340 kDa (Zamocky a Koller,
1999). Reakce rozkladu H,0O; probiha v piipadé téchto CAT ve stejnych dvou krocich
popsanych u monofunkénich CAT, které jsou sice strukturné odlisné od CAT-
peroxidas, avSak taktéz maji ve své struktuie hem a rezidua v aktivhim mist¢ hraji
ziejm¢& podobné role. Pro CAT-peroxidasy je vsak typické bifunkéni chovani, kdy
Vv pfitomnosti vhodného organického elektronového donoru a nizkych hladin H,0;
nabyva na vyznamu peroxidasova reakce. V této reakci dochézi k redukci meziproduktu
prostiednictvim dvou jednoelektronovych ptenosii z organickych elektronovych donort

(Chelikani et al., 2004).

2.2.1.1.2.3 Katalasy obsahujici mangan
Skupina téchto CAT byva také oznafovana jako nehemové CAT. Oproti pfedchozim

dvéma skupinam nejsou tak rozSifené, dosud byly popsany pouze u bakterii. Dalsi
odlisnost spociva v tom, ze CAT obsahujici mangan nejsou inhibovany kyanidovymi
anitridovymi ionty (Zamocky aKoller, 1999). V pfipadé bakterii Thermus
thermophilus a Lactobacillus plantarum se jedna o 30kDa proteiny homohexamerni
stuktury s dimanganovym klastrem v katalytickém misté. Samotna katalyzovana reakce
probiha taktéz ve dvou krocich. Dimanganovy klastr je stabilni rovnocenné bud
v oxidaénim &isle Mn"-Mn" nebo Mn"'-Mn"", tyto enzymy jsou tedy izolovany jako
smés téchto dvou stavil. V disledku toho nelze hovofit o do€asném potadi oxidovanych

a redukovanych stavii. Je-li zjistén stav 2,2, je H,O, oxida¢nim Cinidlem (reakce 11
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nize), v ptipad¢ stavu 3,3 je H,0, redukénim ¢inidlem (reakce 12 nize)(Chelikani et al.,
2004):

(10) H,0, + Mn"-Mn"(2H") — Mn"-Mn""+ 2 H,0
(11) H,0;, + Mn"-Mn"" — Mn"-Mn"(2H") + O,

2.2.1.1.3 Glutathionperoxidasa (GPX, EC 1.11.1.9)
Glutathionperoxidasy je obecné oznaCeni pro rodinu mnoha izoenzyml (ovSem

glutathionperoxidasovou aktivitu vykazuji také nékteré izoenzymy =z rodiny
glutathiontransferas (EC 2.5.1.18), coz ve své praci uvadéji Weinhold et al. (1990)
a Veal et al. (2002)), které katalyzuji redukci H2O, nebo organickych hydroperoxidi na
vodu nebo pfislusny alkohol za pouziti redukovaného glutathionu (GSH) jako
elektronového donoru (Margis et al., 2008), ktery je pifeveden na oxidovanou formu

(GSSG, reakce 13 nize)(Cotgreave et al., 1988):
(13) 2 GSH + H,0, — 2 H,0 + GSSG

Nektefi zivodichové disponuji selen-dependentni glutathionperoxidasovou aktivitou,
kdy kofaktorem enzymu je selen (Margis et al., 2008). Vyzkumy ukazuji na absenci
tohoto enzymu u hmyzu (Smith a Shrift, 1979; Ahmad, 1992; Corona a Robinson,
2006), pficinu je mozné hledat z evoluéniho hlediska, protoze zavislost bylozravého
hmyzu na rostlinach nevyzadujici tento prvek mohl vést k tomu, Ze tento hmyz neni na

selenu zavisly (Ahmad et al., 1989).

2.2.1.1.4 Askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11)
Kviili absenci selen-dependentni glutathionperoxidasy u hmyzu (Mathews et al., 1997)

a nedostatecné UCinnosti CAT pii1 nizkych koncentracich H,O, (relativné vysoka
hodnota K,, pro H,O,)(Ahmad, 1992) hmyz vyuziva jiné prosttedky pro udrzeni
peroxidi na bezpecné urovni. APX redukuje H,O, diky redukéni sile ziskané oxidaci
askorbatu jako donoru elektronii a to ptredevS§im u savcil a rostlin, ale i u hmyzu

(Mathews et al., 1997).

V larvach Helicoverva larvae byla detekovéana aktivita APX, pficemz bylo zjisténo,
Ze u tohoto organismu askorbat neni jedinym moznym in vitro zdrojem elektront.
PrestoZze afinita enzymu vi¢i jinym potencidlnim elektronovym donorim (NADPH,
glutathion) neni znadma, pfi stejnych koncentracich téchto donorii byla aktivita enzymu

nejvyssi v pripadé askorbatu. Vyznamny krok regenerace oxidovanych elektronovych
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donortl je u H. Zea zajistovan enzymy askorbatradikalreduktasou (ARR, EC 1.6.5.4)
nebo dehydroaskorbatreduktasou (DHAR, EC 1.8.5.1)(Mathews et al., 1997). ARR
katalyzuje reakci 14 nize a DHAR reakci 15 nize (Felton a Summers, 1995):

(14) askorbatradikal + NADPH — askorbat + NADP
(15) kyselina dehydroaskorbova + 2GSH — kyselina askorbova + GSSG

Aktivita APX u H. zea s modelovymi lipidovymi peroxidy a relativné vysoka aktivita
v tukovych tkdnich naznacuji potencidlni vyznam tohoto enzymu pii odstraniovani
lipidovych peroxidi. Neméné diilezity je také vyskyt aktivity APX v travici soustaveé
s moznym uplatnénim pifi odstraiiovani pozitych peroxidd a peroxidd vzniklych ve

stieveé béhem traveni (Mathews et al., 1997).

2.2.1.2 Sekundarni antioxida¢ni enzymy
Mezi sekundarni antioxida¢ni enzymy zahrnujeme takové, které se nepiimo podileji na

antioxida¢ni ochrané¢ organismu dopliujicimi reakcemi zefektiviiujici tuto ochranu,
patii mezi n¢ thioredoxinreduktasa, ktera recykluje thioredoxin (TRX) a glutathion
prenosem redukénich ekvivalenti z NADPH ¢i methioninsulfoxidreduktasy podilejici
se na opravach oxidovanych protein katalyzou TRX-dependentni redukce
methioninsulfoxidu na methionin (Corona a Robinson, 2006). Na antioxida¢ni ochrané
se neptimo podili takoé¢ glutathionreduktasa katalyzou recyklace oxidovaného GSSG na

redukovany GSH (Felton a Summers, 1995).
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2.3 Funkce reaktivnich forem kysliku v signalnich drahach hmyzu
Jak jiz bylo popsano vyse, typickym rysem ROS je jejich schopnost negativné piisobit

na dilezité bunécné slozky, jako jsou proteiny ¢i nukleové kyseliny. Neni proto divu, ze
puvodné byly povazovany pouze za toxické vedlejsi produkty aerobniho organismu
odstraniované antioxidanty a antioxidacnimi enzymy. Nyni jsou vSak uznavéany jako
vyznamné signalni molekuly v komplexni buné&cné signalni siti (Mittler et al., 2011).
Uloha volnych radikali u hmyzu je dobfe zndma pii eliminaci patogeni, ale jejich
mozna funkce jako signdlnich molekul aktivujicich imunitni odpovéd’ neni tak dobie
prozkoumana (Moreno-Garcia et al., 2014). Dostupné poznatky o funkci ROS

Vv signalnich drahach hmyzu budou nyni podrobnéji rozebrany.

2.3.1 NF-xB transkrip¢ni faktory
NF-kB (nuclear factor-xB) proteiny jsou rodina transkripénich faktort, které maji

klicovou roli v imunité, proliferaci bunck, jejich diferenciaci a ptezivani. Jsou
aktivovany fosforylaéné-indukovanou proteosomalni degradaci inhibitoru IkB, ktery
zachovava neaktivni dimery NF-kB v cytosolu v nestimulovanych bunkach. Rozklad
inhibitoru umozni témto transkripnim faktorim vstup do jadra a regulaci pfepisu genti

(Oeckinghaus a Ghosh, 2009).

Zapojeni Hy0,, typického zastupce ROS, v aktivaci akutni fdze imunitni odpovédi
prostfednictvim NF-kB je dobie zdokumentovano (Gloire et al., 2006). Reaktivni formy
kysliku interaguji s NF-kB nékolika zpusoby, ackoliv popis téchto interakci je ponékud
slozity kvili bunécné specifité. Transkripce genti zavislych na NF-«kB ovliviiuje hladinu
ROS v buiice a naopak aktivita téchto transkripcnich faktort je regulovana hladinou

ROS (Morgan a Liu, 2011).

Bylo zjisténo, Ze ROS uvolnéné v ndvaznosti na metabolicky stres bunck aktivuji
NF-kB faktory krom¢ savcti i v mouchach (Gallucci a Matzinger, 2001). Ve vétsing
ptipadt exprese cilovych geni NF-kB podporuje bunééné pieziti (Morgan a Liu, 2011),
i kdyz existuji vyjimky, kdy NF-kB ptispiva k bunééné smrti (Perkins a Gilmore, 2006).
Neni tedy ptekvapujici, ze ROS by modulovaly NF-kB odpovédi a jejich cilové geny by
oslabovaly u¢inky ROS k podpote pieziti (Morgan a Liu, 2011).

2.3.1.1 VIliv reaktivnich forem kysliku na aktivaci NF-xB
Zamé&fime-li se na zplsoby, jimiz ROS ovliviiuji aktivitu NF-xB, je nutno dodat, ze

pfesny popis piispévku ROS k signalizaci je obtizny, nebot’ ROS mnohdy funguji na

24



vice mistech dané cesty a nékdy i protichtdné (Morgan a Liu, 2011). Piikladem je
stimulace NF-kB ROS v cytoplazmé v kontrastu s inhibici aktivity NF-xB v jadire (Kabe
et al., 2005). ROS ovliviuji signalizaci reakci s cysteinem zejména v katalytickém
misté enzymu, kde se nachazi v thiolatové form¢ (Paulsen a Carroll, 2005). Prikladem
je inaktivace tyrosinfosfatasy oxidaci katalytickych cysteinti vliivem ROS (Nakashima
etal., 2002; Groen et al., 2005). Oxidace cysteini vedouci ke kyselin¢ sulfenové je
obvykle reverzibilni bunécny antioxida¢ni mechanismus. Dalsi oxidace na kyselinu

sulfinovou a nasledné na kyselinu sulfonovou vsak ireverzibiln¢ inaktivuje fosfatasy

(Groen et al., 2005).

Nestabilni kyselina sulfenova mutize reagovat s bunéénym glutathionem, coz vlivem
vznikajici disulfidové vazby vede k S-glutathionovanému proteinu, ktery je inaktivni.
V ptipadé, Ze je v tésné blizkosti oxidovaného cysteinu ve formé kyseliny sulfenové
jiny cystein, mtze dojit k tvorbé intramolekularni disulfidové vazby a tim ke zméné
konformace proteinu, coz ma za nasledek potlaceni ¢i iniciaci aktivity proteinu (Morgan

a Liu, 2011).

Piima oxidace heterodimeru NF-xB vlivem ROS zamezuje vazbé na DNA (Toledano
a Leonard, 1991). Velmi citlivy na oxidaci je Cys-62 v Rel homologni domén¢ (RHD)
dulezité mj. pro dimerizaci ¢i vazbu na DNA, jeho oxidace tedy inhibuje vazbu na DNA
(Matthews et al., 1992; Toledano et al., 1993). Jaderny enzym Ref-1 muiZze opravit tento
oxida¢ni krok a obnovit vazbu NF-kB na DNA (Nishi et al., 2002) patrné v interakci
s TRX1 (Hirota et al., 1997; Ando et al., 2008).

ROS ptisobi nepiimo na vazbu NF-xB na DNA i regulaci fosforylace RelA (jednoho
ze dvou proteinti heterodimeru NF-xB) na Ser-276, coz je nutné pro expresi podskupiny
gentl zavislych na NF-kB (Nowak et al., 2008). Fosforylovany Ser-276 je nezbytny pro
interakci RelA s transkripénimi koaktivatory CBP/p300 (CBP, z angl. terminu ,,CREB-
binding protein“)(Zhong et al.,, 2002), stejné jako S pozitivnim elonga¢nim
faktorem b (Nowak et al., 2008). PKAc (katalyticka podjednotka cAMP—dependentni
proteinkinasy) zprostfedkovava fosforylaci Ser-276 (Zhong et al., 1998; Zhong et al.,
2002) a predpoklada se, ze tento krok zavisi na ROS na zakladé nékolika divodu
(Gloire a Piette, 2009), mezi které patfi zjiSténi, Ze antioxidacni latky inhibuji
fosforylaci Ser-276 a CBP/p300 vazbu (Jamaluddin et al., 2007).
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2.3.1.2 Piima regulace NF-kB vlivem reaktivnich forem kysliku
H.O, exogenniho pivodu reguluje aktivaci NF-kB skrze alternativni fosforylaci

inhibitoru IkBa, ktery je obvykle fosforylovan na serinech 32 a 36, coz vede k jeho
ubikvitinaci a degradaci. H,O, vSak zpusobuje fosforylaci IkBa na tyrosinu 42 ¢i jiném
a dulezity krok degradace IkBo nemusi byt tedy v ramci procesu aktivace NF-kB
naplnén (Schieven et al., 1993; Canty et al., 1999; Schoonbroodt et al., 2000; Takada
et al., 2003). Prestoze vétSina inhibi¢niho Géinku ROS na NF-xB v kontextu stability
IxBa byla pfisuzovana inhibici proteasomu (Wu et al., 2009), bylo také prokazano, ze
modifikace IkBa vlivem ROS vede Kk inhibici aktivace NF-kB glutathionylaci na

cysteinu 189, coz zabrani fosforyla¢nim G¢inkim a nasledné degradaci (Kil et al.,
2008).

H,O, muze dale ovliviiovat NF-xB signalizaci skrze inaktivaci katalytické
podjednotky IKK, tedy kinasy fosforylujici IkB (Korn et al., 2001; Byun et al., 2002;
Panopoulos et al., 2005; Reynaert et al., 2006) oxidaci IKKpB na cysteinu 179 nebot’
byla zjisténa jeho S-glutathionylace po vystaveni ROS, coz ma za nasledek inaktivaci

kinasov¢ aktivity a omezeni NF-«xB signalizace (Reynaert et al., 2006).

2.3.2 Redox-dependentni systémova reakce hmyzu na poranéni
Systémova reakce na poranéni je zékladni biologicky jev vyskytujici se

U mnohobunéénych organismi a je charakteristicky snahou odolat fyzickému traumatu
na systémové urovni, tedy i v neposkozenych tkanich. V ptipadé¢ octomilky bylo
zjiSténo, Ze tato systétmova odpoveéd’ je zavisla na serinoveé protease zvané Hayan (Nam
et al., 2012), ktera je v hemolymf& aktivovana pii poranéni integumentu a aktivuje
fenoloxidasovou kaskadu spojenou s produkci ROS jako napt. H,O, (Nappi a Vass,
1993), ktery aktivuje JNK-dependentni (JNK, tedy c-Jun N-terminalni kinasy — rodina
kinas, které maji kliCovou roli ve stresové signalizaci) cytoprotektivni mechanismy

v nervovych tkanich (Nam et al., 2012).

Lokalni integumentarni poskozeni blize neznamym zplsobem aktivuji serinovou
proteasu Hayan v hemolymf€, kterd pievadi profenoloxidasu (PPO) na fenoloxidasu
(PO), coz je aktivovana forma enzymu zajistujici tvorbu melaninu. Melanin je
biopolymer uklddany v nékterych castech téla hmyzu mj. béhem hojeni zranéni c¢i
izolace patogeni (Sugumaran, 2002). Tato kaskada je nutna pro aktivaci c-Jun N-

terminalni  kinasy, resp. cytoprotektivniho mechanismu v nervovych tkanich
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vyznamného pro ochranu organismu proti fyzickému traumatu. Obr.2 zobrazuje

podrobnéji popsané déje spolu s presnou lokalizaci vznikajicich ROS.

Redox-dependentni
systémova odezva na poranéni
Lokalni poranéni

Laolsalnd
. poranéni
Integmn-:mt sfale NOD0O -
(télni dutina) i

Hemolymfa
Profenolozidasa qulq}dd:asa
(irsaletivnd) (aldivn) 1y o,
e, .o,
Nervové buiiky ko )
wely i
L}
1
1
1
¥
Cytoprotelce

Télesna ochrana

Obrazek 2: Model redox-dependentni systémové reakce na poranéni. Aktivace serinové
proteasy Hayan v hemolymf€ v reakci na poranéni aktivuje fenoloxidasu (PO) za G¢elem tvorby
melaninu. Aktivace PO Hayan proteasou vede k produkci ROS, které posléze systematicky
difunduji skrze télesnou dutinu a slouzi jako signaly preziti aktivaci JNK-dependentniho
cytoprotektivniho mechanismu v nervovych bufikach za uéelem ochrany organismu vaci
fyzickému traumatu. Jafracl je oznaleni pro antioxidaéni enzym thioredoxinperoxidasu 1
(Upraveno podle Nam et al., 2012).

27



2.3.3 Transkrip¢ni faktor CIF
Je znamo, ze mnoho druhtt hmyzu odpovida na infekci produkci humoralnich

imunitnich proteint Vv tukovych bunikach, tyto proteiny se pak ucastni eliminace
vnikajicich mikroorganismu (Dunn, 1990; Boman et al., 1991). Vétsina genu kodujicich
tyto imunitni proteiny jsou vétSinou rychle indukovany na transkripéni trovni vlivem
bakterialni infekce a v mensim méfitku i vlivem poranéni (Gudmundsson et al., 1991,
Sun et al., 1991a; Sun et al., 1991b; Lindstrom-Dinnetz et al., 1995). Vsechny tyto geny
obsahuji sekvenci homologni k vazebnym mistim transkripniho faktoru NF-xB
popsané¢ho vyse (Baeuerle a Henkel, 1994). U martinace cercopijského (Hyalophora
cecropia) se na tyto sekvence specificky véaze jadernym proteinem Cecropia
imunoresponsivni ~ faktor  (CIF), v pfipadé octomilky obdobné Drosophila
immunoresponsivni faktor (DIF). Aktivita CIF neni detekovatelna u normalniho hmyzu,
ale je vysoce indukovana bakteriemi a vSemi dalSimi aktivatory imunitnich gent.
Predpoklada se tedy, ze CIF je zasadnim transkripénim faktorem pro expresi imunitnich
gend (Sun a Faye, 1992). Mezi klicové vysledky vedouci k pochopeni signalni tlohy
ROS u hmyzu patii zjisténi, ze in vitro podavani H,O, a bakterii mohou aktivovat CIF
v bunikach tukového téliska. Indukce genti imunitnich proteint je tedy zprostiedkovana
aktivaci CIF podminénou oxidaci cysteinovych thiolt indukovanou oxida¢nim stresem.
V souhrnu 1ze konstatovat, ze vlivem infekce a fagocytozy bakterii hemocyty uvoliuji
signdly, které spousti syntézu imunitnich proteini v buitkdch tukového téliska. ROS
jsou vyznamnymi kandidaty na roli téchto signalti (Sun a Faye, 1995; Pereira et al.,
2001).
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2.4 Oxidacni stres a antioxida¢ni ochrana u hmyzu

2.4.1 Oxidacni stres

Jak jiz bylo nastinéno v pfedchozich kapitoldch, ROS jsou pfi fyziologickych
koncentracich vyznamnou soucésti signalnich mechanisma regulujicich fyziologické
pochody organismu, ovSem dojde-li k nerovnovaze mezi prooxidanty a antioxidanty,
resp. pokud produkce ROS chronicky pievysSuje jejich odbouravani, vznika stav
definovany jako oxidacni stres (Felton a Summers, 1995; Sohal a Weindruch, 1996).
Tuto rovnovahu mohou narusit stresové faktory jako infekce patogennimi viry
a bakteriemi, xenobiotika ¢i nevhodna strava. Prfili§ vysoky obsah bilkovin nebo
aminokyselin v potravé mize V buiikach vyvolat oxida¢ni stres zvySenim produkce
ROS v mitochondriich, oslabenim antioxida¢ni obrany ¢i snizenim schopnosti opravy
oxidovanych molekul (Lopez-Torres aBarja, 2008). Nadmérna produkce ROS
narustajici s vékem organismu je zakladem jedné z teorii starnuti, ktera pfedpoklada, ze
produkce téchto reaktivnich molekul v bézném bunééném aerobnim metabolismu muze
nakonec prevysit antioxida¢ni kapacitu organismu a zpusobit narust molekularniho
poskozeni biomolekul (tedy oxidace lipidi, proteint ¢i DNA) a nakonec bunééné,
tkanové ¢i organové starnuti (Williams et al., 2008; Archer et al., 2014). Na posuzovani
vlivu oxida¢niho stresu na starnuti je idealnim modelem pravé véela medonosnd. Tento
1étajici hmyz vykazuje jednu z nejvysSich mir metabolismu a Vv jejich letovych svalech
Ize tedy pti béznych aktivitach ocekavat vysoké urovné oxida¢niho stresu (Williams
et al., 2008). Vcela medonosna je vhodnym modelem pro studium starnuti také diky
tomu, ze se dlouhodobé, ale i v ramci sezény vyskytuji skupiny véel s riznou dobou
zivota. Obzvlasté¢ matky Zijici aZ pétisetnasobné déle neZ trubci a desetkrat déle nez
d€lnice a prezivajici nekolit let reprodukcéné aktivniho Zivota jsou idealnim modelem

pro studium starnuti (Keller a Jemielity, 2006).

2.4.2 Antioxidaé¢ni ochrana
Aby se zabranilo vy$e uvedenym neptiznivym vlivim ROS na dany organismus, musi

byt aerobni organismy schopny efektivné snizovat hladinu jejich koncentrace (Cadenas,
1989; Archer etal., 2014). V pfipadé hmyzu je to umoznéno jednak souborem
antioxida¢nich enzymi, mezi néz fadime SOD, CAT, APX ¢i GPX a jednak hydrofilni
a lipofilni antioxidanty o malé molekulové hmotnosti. Ac¢koliv tyto antioxidanty nejsou
u hmyzu dobie prostudovany, mohou hrat velmi dtlezitou roli v antioxida¢ni ochrané.

Jedna se napiiklad o askorbat (resp. kyselinu askorbovou), glutathion, tokoferoly,
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karotenoidy (Felton a Summers, 1995) ¢i protein vitellogenin (Seehuus et al., 2006;
Havukainen et al., 2013).

2.4.2.1 Kyselina askorbova a glutathion
Kyselina askorbova je Siroce rozsifeny antioxidant a nezbytna zivina pro vSechny druhy

hmyzu a nékteré zivocCichy, protoze béhem evoluce ztratili geny potiebné pro
biosyntézu askorbatu a je tedy pro né nezbytnym vitaminem ziskavanym zejména
z rostlinné potravy (Fernie a Tohge, 2015). Kyselina askorbova snizuje hladinu ROS
v organismu a to nejacinngji Vv piitomnosti tripeptidu glutathionu (Barbehenn et al.,
2001) v ramci cyklu tzv. askorbat-glutathionového cyklu (dle objeviteli jeho soucasti
téz nazyvan Foyer-Halliwell-Asadiv cyklus), vnémz dochazi kreakci H,0;
s askorbatem za tvorby dehydroaskorbatu (DHA, reakce 16 nize), ktery je zpét preveden

na askorbat tokem elektronti z redukovaného glutathionu na DHA (reakce 17 nize).
(16) askorbat + H,O, — DHA + 2H,0
a7 DHA + 2GSH — askorbat + GSSG

Zminéné reakce, v nichz dochazi kredukci H,O, na vodu, mohou probihat
I V nepfitomnosti enzymut, nicméné piitomnost APX a dehydroaskorbatreduktasy
(DHAR) je velmi urychluje (Barbehenn et al., 2001). Vznikajici glutation disulfid
(GSSD) je redukovan zpét na glutathion za katalyzy glutathionreduktasou (Obr. 3).

Aktivita DHAR byla detekovana u mnoha rtznych druhti larev hmyzu, coz naznacuje,

H,O Askorbat
2v2 \ /- NAD* GSSG \/, NADPH
askorbat- monodehydro

peroxidasa askorbatreduktasa dehydroaskorbat glutathionreduktasa

. NADH reduktasa */\»
Hzo«»/\» MDHA ! /\_ CsH NADP*
\ DHA

Obrazek 3: Askorbat-glutathionovy cyklus. Peroxid vodiku je za katalyzy APX pievadén
na vodu =za spotieby askorbatu, znéhoz vznikd monodehydroaskorbat (MDHA)
a dehydroaskorbat (DHA). MDHA je regenerovan za katalyzy
monodehydroaskorbatreduktasou, DHA podobné za katalyzy dehydroaskorbatreduktasou
za spotieby glutathionu (GSH), z néhoz vznikd glutathion disulfid (GSSD). GSSD je
redukovan zpét na glutathion za katalyzy glutathionreduktasou. Pfevzato a upraveno dle
Becana et al., (2010).
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ze APX mize byt pfitomen také u riznych druht hmyzu (Summers a Felton, 1993).

2.4.2.2 Tokoferoly (vitamin E)
Tokoferoly jsou skupina antioxida¢nich sloucenin (o-, B- a y-tokoferol) rozpustnych

Vv tucich. Jde o derivaty 6-hydroxychromanu s postrannim isoprenoidovym fetézcem.
Tokoferoly jsou stejné jako B-karoteny zndmy pro svoji funkci zhaSeni toxickych forem
kysliku nebo pro svoji schopnost branit peroxidaci lipida (Halliwell a Gutteridge, 1985).
Tokoferoly chréani lipidy tim, Ze vychytavaji peroxylové radikély, které tak nemohou

reagovat v dal$ich krocich fetézovych peroxidacnich reakci (Di Mascio et al., 1991).

2.4.2.3 Karotenoidy
Karotenoidy jsou oligomery isoprenu slozené z osmi isoprenovych zbytkd o péti

uhlicich (Armstrong a Hearst, 1996). Karotenoidy podobné jako tokoferoly reaguji
SROS a proto pusobi jako antioxidanty (Di Mascio etal., 1991). Jsou to lipofilni
barviva s linearnimi molekulami obsahujicimi konjugované dvojné vazby, jez tvofi
delokalizovany systém elektront. Karotenoidy diky tomu mohou absorbovat energii
excitovanych molekul zvySenou mirou vibraci (Young a Lowe, 2001) nebo atakem
radikalli za soucasné destrukce molekuly karotenoidu a stabilizace radikdlu. Pro
stabilizaci radikdlu je vSak dulezitd kooperace s dalS§imi antioxidanty (vitamin E,
askorbat) a antioxidacnimi enzymy, protoze dochazi ke vzniku $tépnych produktt
a radikali a je potieba postupné zcela utlumit vysokoenergetické stavy volnych radikal

(Bohm et al., 1997).

2.4.2.4 Vitellogenin
Vitellogenin je vysokomolekularni glykolipofosfoprotein, jako homodimer o hmotnosti

piiblizné¢ 250 az 600 kDa obvykle koluje v krvi ¢i hemolymfé. Geny kodujici
vitellogenin se nachazi v fadé rtiznych organismu, mezi néz fadime hmyz, ryby a Zaby
(Tufail a Takeda, 2008). U hmyzu je vitellogeneze regulovana juvenilnim hormonem
(Robinson a Vargo, 1997). V piipad¢ vcely medonosné ma vitellogenin hmotnost
180 kDa, je syntetizovan v tukovém télisku a uvoliovan do hemolymfy (Fleig, 1995).
Bylo zjisténo, Ze vitellogenin chrani vcely pfed ROS produkovanymi vlivem piisobeni
herbicidu, protoze byl pfednostné cilem oxidativni karbonylace ve srovnani s jinymi
hlavnimi hemolymfovymi proteiny dospélych vcel (apolipoprotein 1 a hexamerin).
Mimo to utlumeni exprese gent vitellogeninu zptsobilo vyznamné niz§i pteziti véel po
aplikaci herbicidu, coz ukazuje na spojitost vitellogeninu s rezistenci vic¢i oxida¢nimu

stresu (Seehuus et al., 2006).
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2.5 Prehled publikovanych metod stanoveni aktivit hmyzich antioxida¢nich

enzymu

2.5.1 Superoxiddismutasa
Superoxidismutasa patii mezi nejdtlezitéjsi ¢asti antioxidaénich enzymovych systému.

Ulohou téchto enzymi je katalyza dismutace superoxidu na méné reaktivni a dale

rozlozitelnou slouc¢eninu H,O; a kyslik (Matouskova et al., 2014).

Metody stanoveni aktivity tohoto enzymu jsou zalozeny na schopnosti inhibovat
reakce superoxidu s vhodnymi ¢inidly, jedna se tedy o nepiimé metody (Paoletti et al.,
1986). Znamé metody zahrnuji jednak produkci superoxidu, napf. oxidaci xantinu
katalyzované xantinoxidasou ¢i reakce NADH s kyslikem za ptfitomnosti
s fenazinmethosulfdtem a v detekci superoxidu vhodnymi chromogennimi substraty,
jako jsou nitrotetrazoliova modf (NBT), cytochrom ¢ nebo pyrogallol, u nichz dochazi
po reakci se superoxidem Kk spektrofotometricky méfitelnym zménam absorbance
(Matouskova et al., 2014). Aktivita SOD v analyzovaném vzorku, katalyzujici
dismutaci superoxidu, vede ke snizeni koncentrace superoxidu a tim ke snizeni rychlosti
reakci mezi superoxidy a chromogenni substraty. Tyto metody pouzivaji stabilni
anepiili§ nakladné chemikalie a umoziluje rychlé¢ a citlivé méfeni aktivity SOD
v ¢istych a surovych enzymovych preparatech se zanedbatelnym rusenim vlivem
pfitomnosti dal$ich bun&tnych slozek. Jednotka aktivity SOD je pak definovana jako
mnozstvi enzymu zpusobujici 50% inhibici oxidace pouzitého substratu superoxidem
(Paoletti et al., 1986). Ackoliv Paoletti et al. (1986) pracovali se vzorkem krysich jater,
tato metoda byla aplikovana i na vzorky vcely medonosné, resp. na hemolymfu,
spermatéku, hrudni svaly, travici Gstroji délnic a oplozenych i neoplozenych matek a na
sperma trubct. Aktivita SOD byla pozorovana ve vSech zminénych vzorcich a nejvyssi
byla pozorovana u hrudnich svali oplozenych kraloven a v hemolymf¢ délnic

a oplozenych i neoplozenych matek (Weirich et al., 2002).

Kromé spektrofotometrické metody Ize pro detekci aktivity SOD, resp.
izoenzymového zastoupeni, pouzit také diskontinudalni elektroforézu
V polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek s ndslednym negativnim barvenim
gelt podle Beauchampa a Fridoviche (1971). V prvnim kroku tohoto barveni je gel
inkubovan ve tmé v roztoku s NBT, nasleduje inkubace gelu ve tmé& Vv roztoku

s riboflavinem, ktery pfi vystaveni svétlu a v ptitomnosti kysliku generuje superoxidovy
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radikél, roztok dale obsahuje antikoagulant EDTA a stabilizator volnych radikalt
tetramethylethylendiamin (TEMED). NBT je redukovan vznikajicim superoxidovym
radikdlem na tmavé modry formazan. Mista vyskytu SOD, kde byla enzymaticky
snizena koncentrace superoxidového radikalu, lze pak pozorovat pomoci svétlych

prouzkll na tmavém pozadi gelu (Chen a Pan, 1996).

2.5.2 Askorbatperoxidasa
Dal$im vyznamnym antioxida¢nim enzymem je jiz zminovand APX katalyzujici

redukci H,O, s vyuzitim askorbatu jako substratu a donoru elektrond a to u savcu,

rostlin, ale i u hmyzu (Mathews et al., 1997).

Spektrofotometricka metoda detekce aktivity APX je zaloZzena na méfeni poklesu
absorbance vlivem oxidace askorbatu na dehydroaskorbat H,O, (Kelly a Latzko, 1979;
Shigeoka et al., 1980). Hodnota absorpéniho maxima askorbatu je 265 nm, kvili
vysokym hodnotam absorbance je vSak métfeni provadéno pii 290 nm (Nakano a Asada,
1981). Aktivita enzymu je vyjadfena jako mnozstvi askorbatu oxidovaného za min.
s pouzitim extinkéniho koeficientu 2,8 mmol-1*-cm™ (Asada, 1984). Zmin&na metoda
byla aplikovana kromé rostlin pozd¢ji i na nékolik druhti hmyzu (Mathews et al., 1997,
Barbehenn, 2002; Krishnan a Kodrik, 2006) v¢etné veel (Korayem et al., 2012).

Metoda detekce aktivity APX  pomoci diskontinudlni  elektroforézy
V polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek s naslednym negativnim barvenim
gelil je zaloZena na schopnosti tohoto enzymu zabranit redukci NBT v ptitomnosti H,0;
diky rychlé oxidaci askorbatu. Gely jsou inkubovany postupné v roztoku pufru
s askorbatem, dale v roztoku pufru s askorbatem a H,O,, a po oplachu v pufru dale
v barvicim roztoku pufru sNBT a TEMED. Bylo zjisténo, ze metoda je citliva
a specificka pro aktivitu APX, kterou pozorujeme jako achromaticky pas na purpurové
modrém pozadi (Mittler a Zilinskas, 1993).

2.5.3 Katalasa
Neméné dillezitym antioxida¢nim enzymem je CAT zajiStujici rozklad dvou molekul

H.O, za vzniku vody a kysliku (Matés et al., 1999). Spektrofotometrickd metoda
stanoveni aktivity CAT podle Aebi (1984) vychazi z rozkladu H,O,, resp. z poklesu
absorbance pii 240 nm, kdy rozdil v absorbanci za jednotku ¢asu je méfitkem aktivity
CAT, ktera je definovana jako mikromolarni mnozstvi H,O; redukovaného za min. na

miligram proteini za pouZiti extinkéniho koeficientu 39,4 mmol-1"-cm™. Koncentrace
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H,0, by méla byt relativné nizka (10 mmol-1™), aby se predeslo inaktivaci enzymu
béhem testu a tvorbé bublin v disledku uvolnéni kysliku. Méteni se provadi pii pH 7
(Aebi, 1984) a i v tomto piipadé byla metoda aplikovana na hmyzi vzorky v¢. veelich -
Nikoli¢ et al. (2015) metodu pouzili na homogenaty celych t&l vcely, stejné jako
Chakrabarti et al. (2015).

Detekce aktivity CAT pomoci diskontinualni elektroforézy v polyakrylamidovém
gelu za nativnich podminek vyuziva pii negativnim barveni podle Clare et al. (1984)
kfenovou peroxidasu a jeji substrat H,O, spole¢né s chromogenem diaminobenzidinem
(DAB). Peroxidasa katalyzuje H,O,-dependentni peroxidaci diaminobezidinu na
barevny produkt. V mistech, kde je H20O, rozlozen pisobenim CAT, dojde k vytvoteni

achromatickych bandii na hnédém pozadi.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

V ramci experimentalni Casti této bakalarské prace bylo pracovano se vzorky vcely
medonosné (Apis mellifera) poskytnutymi Mgr. Jitfim Danihlikem, Ph.D. a odebranymi

vvvvv

jednotlivych veel. Odebrané vzorky byly zamrazeny a uchovavany pii -80 °C.

3.1.2 Chemikalie
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA)

Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Rakousko)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, USA)
Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Diethylentriaminpentaacetat (Sigma-Aldrich, Nizozemi)
Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Ceska republika)
D-Mannitol (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glycin (Sigma-Aldrich, Cina)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, Ceska republika)
Katalasa z hovézich jater (Serva, Némecko)

Ktenova peroxidasa (Serva, Némecko)

Kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, Cina)

Kyselina fosfore¢na 85% (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina chlorovodikové (Lach-Ner, Ceské republika)
Kyselina octova 80% (Lach-Ner, Ceska republika)

Metanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Spolek pro chemickou a hutni vyrobu,
Ceskoslovensko)

NBT (Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko)

n-Butanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Peroxid vodiku 30% (Penta, Ceska republika)
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Persiran amonny (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Pyrogalol (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)

Riboflavin (Sigma-Aldrich, Cina)

Siran amonny (Penta, Ceské republika)

Sodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové (Sigma-Aldrich, Némecko)
Superoxiddismutasa z hovézich erythrocytti (Serva, Némecko)

TEMED (Sigma-Aldrich, Cina)

Tris (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.3 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

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

Digitalni pfedvazky (Radwag®, CR)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Elektromagneticka michacka MS-3000 (Biosan, Litva)

Gel Doc EZ System (Bio-Rad, USA)

Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
Ultrazvukova lazen (Kraintek, CR)

Vortex V1-Plus (Biosan, Litva)

Zdroj 300V OmniPAC MAXI (Bio-Rad, USA)
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3.2  Metody

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteini ve vzorcich byla stanovovana metodou podle Bradforda (1976)
zalozené na vazb¢ barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) na protein.
V ramci Stanoveni kalibrace pro vypoet koncentrace proteini bylo do jamky
mikrodesticky postupné pipetovano 45 pl deionizované H;O, 5 ul standardu (hovézi
sérovy albumin, BSA, o koncentraci 0,2 — 1,4 mg-ml™), resp. vzorku proteinu a nakonec
200 pul pracovniho roztoku cinidla Bradfordové. Tento roztok byl pfipraven vzdy
Cerstvy pred vlastnim méfenim nafedénim zésobniho roztoku CBB G-250
deionizovanou H;O vpomérul:4 (v:v). Piiprava zasobniho roztoku spocivala
Vv rozpu$téni 50 mg CBB G-250v 25 ml MeOH a 50 ml 85 % kyseliny fosfore¢né
a doplnéni na objem 100 ml deionizovanou H,0. Po napipetovani reakénich komponent
do jamek mikrodesticky nésledovalo jemné protfepani a vyvijeni zbarveni po dobu

5 min. Nakonec bylo provedeno spektrofotometrické méfeni pii vinové délce 595 nm.

3.2.2 Priprava vzorki pro spektrofotometrické stanoveni aktivity
superoxiddismutasy
Pfed samotnym zpracovanim byly vzorky vcel skladovany v mrazaku pii -80°C, pii

manipulaci a odd€lovani hlav, hrudnikt a zadec¢kl byly vceli vzorky chlazeny na ledové
lazni v mikrozkumavkéach. Vybrana cast vceliho vzorku byla homogenizovana
na vychlazené tfeci misce ve vychlazeném extrakénim pufru (K -fosfitovy pufr
50 mmol-1* pH 7,5 s diethylentriaminpentaacetatem, DTPA, o koncentraci 1 mmol-1™)
v poméru 1:4 (w:v). Ziskany extrakt byl centrifugovan pii 4 °C, 16 000x g po dobu
10 min., nasledné¢ byl odebran supernatant, centrifugace zopakovédna pii stejnych
podminkach a nové ziskany supernatant byl dale uchovavan na ledové 1dzni a ptipadné

nafedén (viz vysledkova cast).

Pti testovani vlivu teplotniho stresu na aktivitu SOD bylo pracovano se dvéma
skupinami zivych v¢el — jedna z nich slouZila jako vzorek podrobeny teplotnimu stresu
a druha byla ponechéana jako kontrolni vzorek pfi laboratorni teploté. Stresované vcely
byly ponechdny 2 hodiny v termostatu vyhfatém na teplotu 45 °C. Poté byly vcely
uspany dusikem, rozpreparovany na jednotlivé té€lni ¢asti aty byly pred dalSim

zpracovanim zamrazeny a skladovany pfi teploté -30 °C.
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3.2.3 Spektrofotometrické stanoveni aktivity superoxiddismutasy
Principem spektrofotometrického stanoveni aktivity SOD podle Marklunda a

Marklundové (1974) je méfeni zmény absorbance pii 420 nm V triplikatech po dobu
5min. pii 25°C odpovidajici autooxidaci pyrogallolu. Jednotka aktivity SOD je
definovana jako mnozstvi enzymu katalyzujici 50% inhibici rychlosti oxidace
pyrogallolu (Marklund a Marklundova, 1974). Specificka aktivita SOD pak byla

vypocitana z aktivity enzymu a obsahu proteinil v daném vzorku.

Vlastnimu méfeni aktivity SOD ve vzorcich véel predchazela optimalizace metody
na komercénim preparatu SOD z hovézich erythrocytii od spol. Serva (kat. ¢islo 35700,
EC 1.15.1.1). M¢feni probihalo na 96jamkovych destickach a do kazdé jamky triplikatu
bylo pipetovano 20 pl (neni-1i uvedeno jinak) roztoku enzymu (navazka 1 mg SOD na
1 ml K-fosfatového pufru o koncentraci 50 mmol-1* s DTPA o koncentraci 1 mmol-17,
pH=7,5), 220 pl pufru a 10 pl pyrogallolu o koncentraci 6 mmol-1"* v HCI o koncentraci
10 mmol-1". P¥ méfeni aktivity SOD ve vzorcich véel bylo do jamky pipetovano
namisto roztoku komeréniho enzymu pfislusné mnozstvi extraktu z jednotlivych télnich
casti vcel.

3.2.4 Priprava vzorki pro spektrofotometrické stanoveni aktivity

askorbatperoxidasy
Pted zpracovanim byly vzorky vcel skladovany v mrazaku pii -80°C a pfi manipulaci

byly vzorky chlazeny na ledové l4zni v mikrozkumavkéach. Vybrana ¢ast vceliho vzorku
pak byla homogenizovana na vychlazené tfeci misce ve vychlazeném extrakénim pufru
vpoméru 1:2 (wW:v) spfidanym askorbatem (K'-fosfitovy pufr o koncentraci
100 mmol.I* apH=6,0, 10% mannitol akys. askorbova o koncentraci 2 mmol.I™).
Ziskany extrakt byl centrifugovan pii 4 °C, 16 000x g po dobu 10 min., nasledné byl
odebran supernatant, centrifugace zopakovana pii stejnych podminkach a nové¢ ziskany
supernatant byl dale uchovavéan na ledové lazni a ptipadné natedén (viz vysledkova
cast).

3.2.5 Spektrofotometrické stanoveni aktivity askorbatperoxidasy

Mg¢feni aktivity APX bylo provedeno podle Mathews et al. (1997) s tipravami (pH 6,0 a
namisto sorbitolu byl pro stabilizaci APX pouZzit mannitol) a spocivalo ve
spektrofotometrickém sledovani poklesu absorbance pii 290 nm vlivem oxidace
askorbatu na dehydroaskorbat H,O, (Kelly a Latzko, 1979; Shigeoka et al., 1980) za
pouziti mikrodesticky UV Star pti 25 °C po dobu 10 min.
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Do jamek mikrodesticky byla napipetovana riznd mnoZzstvi nefedéného extraktu
z hlav, hrudniki a zadeck®i, 10 ul pracovniho roztoku askorbatu, K'-fosfatovy pufr
o koncentraci 100 mmolI* v objemu nutném pro doplnéni celkového objemu reakce

250 pl a reakce byla zahajena pridavkem 20 pl roztoku H,0, 0 koncentraci 6,0 mmol-1™.

3.2.6 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za nativnich
podminek — piiprava gelu a elektrodového pufru
V prvnim kroku byl pfipraven 10% délici gel postupnym pipetovanim jednotlivych

slozek podle tabulky 1 do kadinky a po zahajeni polymerace gelu pfidavkem roztoku
persiranu amonného (APS) byl pfenesen Pasteurovou pipetou do prostoru mezi skla. Na
jiz tuhy zpolymerovany délici gel byl nasledné nanesen zaostfovaci gel pfipraveny

obdobné jako délici gel pipetovanim slozek podle tabulky 1.

Do jamek piipraveného polyakrylamidového gelu bylo pied spusténim elektroforézy
pipetovano dané mnozstvi smési glycerolu se vzorkem v poméru 1:3 (v:v) a do krajnich
jamek byly napipetovany 3 ul smési glycerolu a bromfenolové modii taktéz

vV poméru 1:3 (V:v).

Elektrodovy pufr (pH 8,3) byl piipraven rozpusténim 6,05 g Tris a 28,82 g glycinu
v 1 | destilované vody a naslednym doplnénim do objemu 2 1. Do dal$iho pouziti byl
uchovavan pii 4 °C. Elektroforéza byla spuSténa nejdiive pii konstantnim napéti
100 V a po doputovani zény bromfenolové modii na rozhrani zaostfovaciho a déliciho

gelu bylo konstantni napéti zvySeno na 180 V.

Tab. 1: SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu (objemy uvedeny v ml, AA - akrylamid, BIS -
N,N’-methylen-bisakrylamid)

Typ gelu AA/BIS Tris HCI Tris HCI dH,O | TEMED | APS
30%/0,8% | 1,5M, pH 8,8 | 0,5M, pH 6,8

10% délici 6,6 5 - 8,1 0,01 0,2

5% zaostfovaci - 1,25 6,9 0,01 0,1
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3.2.7 Detekce proteinii v polyakrylamidovém gelu koloidnim CBB G-250
Po ukonceni elektroforézy a vyjmuti geli z elektroforetické aparatury byly gely 20 min.

inkubovany ve fixaénim roztoku o tomto slozeni: 45% methanol, 1% kyselina octova,
destilovana voda. Nasledné byl gel inkubovan pies noc v barvicim roztoku o sloZeni:
17% siran amonny, 3,5% kyselina fosfore¢na, 2% roztok Coomasie Blue G-250, 34%
methanol a destilovana voda. Dale byl gel promyvan odbarvovacim roztokem (10%
methanol a 2% kyselina octova)(Neuhoff et al., 1985). Modré bandy odpovidajici
detekovanym proteintim byly nasledn¢ zdokumentovany dokumentac¢nim zafizenim Gel

Doc EZ Imager.

3.2.8 Detekce aktivity superoxiddismutasy v polyakrylamidovém gelu
V prvnim kroku byl pfipraven polykarylamidovy gel podle postupu uvedeného v bodé¢

3.2.2. Po probéhlé¢ diskontinudlni elektroforéze za nativnich podminek byly gely
vyjmuty z elektroforetické komirky a barveny pii pokojové teploté podle Beauchampa
a Fridoviche (1971). Byly pfipraveny 2 roztoky pro barveni vzdy v objemu 60 ml.
Roztok A se skladal z K*-fosfatového pufru o koncentraci 2,5 mmol.I™* apH 7,8 s NBT
o koncentraci 2,5 mmol.I"*. Roztok B se skladal z K*-fosfatového pufru stejného slozeni
jako vroztoku A srozpustngm riboflavinem o koncentraci 0,06 mmol-I*, EDTA
o koncentraci 5 mmol-I* a 195 ul TEMED. Riboflavin a TEMED byl pfidén jako
posledni ptisada roztoku. Gely byly inkubovany ve tmé v roztoku A po dobu 20 min. Po
uplynuti této doby byly pfesunuty na 15min. inkubaci do roztoku B, taktéZ ve tmé. Po
inkubaci byly osvétleny studenym svétlem az do objeveni svétlych prouzkli na tmavém
pozadi. Vysledky byly nasledné¢ zdokumentovany dokumenta¢nim zatizenim Gel Doc

EZ Imager.

3.2.9 Detekce aktivity katalasy v polyakrylamidovém gelu
V prvni fadé doslo opét k ptipravé polyakrylamidového gelu podle postupu v bodé

3.2.2. Po prob¢hlé diskontinudlni elektroforéze za nativnich podminek byly gely
vyjmuty z elektroforetické komirky a inkubovany pii pokojové teploté nejdiive 45 min.
ve 20 ml K*-fosfatového pufru o koncentraci 50 mmol.I"* a pH=7,0 obsahujici 1 mg
kfenové peroxidasy. Po uplynuti stanovené doby nasledovalo odliti pufru a 10min.
inkubace ve 20 ml roztoku H,0, v pufru o koncentraci 5 mmol.I". Nasledoval oplach
gelu v destilované vod¢ a vlozeni gelu do 20 ml barviciho roztoku (10 mg DAB

v pufru) snaslednym sledovanim vyvoje tmavohnédého pozadi s CAT jako bilymi
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prouzky. Vysledky byly néasledn¢ zdokumentovany dokumenta¢nim zatfizenim Gel Doc

EZ Imager.

3.2.10 Detekce aktivity askorbatperoxidasy v polyakrylamidovém gelu
Nejdiive byl pfipraven polykarylamidovy gel podle postupu v bod¢ 3.2.2. Po prob¢hlé

diskontinualni  elektroforéze za nativnich podminek byly gely vyjmuty
Z elektroforetické komiirky a barveny pii pokojové teploté podle Mittler a Zilinskas,
(1993). Gely byly nejdiive inkubovany 30 min. v 50 ml K'-fosfitového pufru
o koncentraci 50 mmol-1* a pH=7,0 obsahujici kyselinu askorbovou o koncentraci
4 mmol-I* (vyména roztoku kazdych 10 min.). Nasledovala inkubace v pufru
s kyselinou askorbovou o koncentraci 4 mmol-1™ a H,O, o koncentraci 2 mmol-1*. Dale
byly gely 5x oplachovany v pufru po dobu 20 vtetin a inkubovany v barvicim roztoku
(pufr, TEMED o koncentraci 28 mmol-1*, NBT o koncentraci 2,5 mmol-%). V ramci
detekce izoenzymu byly pozorovany achromatické pasy na purpurové modrém pozadi,

coz bylo zdokumentovano dokumenta¢nim zatizenim Gel Doc EZ Imager.

3.2.11 Zpracovani dat

Data vzesld z vySe popisovanych experimentll byla zpracovdana pomoci programui
Microsoft Excel 2013 pro zakladni kalkulace, vypocet smérodatné odchylky a sestrojeni
grafit ze ziskanych dat, a Statistica 12, vnémZ bylo nejdfive testovdno normalni

rozd¢leni hodnot a poté provadény t-testy na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.
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4 Vysledky a diskuze

4.1.1 Spektrofotometrické stanoveni aktivity komer¢ni superoxiddismutasy
V ramci zavedeni této metody bylo nejdiive pracovano s komeréni SOD z hovézich

erythrocytii. Méfeni bylo provadéno postupné s 10x, 100x a 1000x nafedénym roztokem
enzymu, pii cemz jako nejoptimalné€jsi se jevilo fedéni 100x. Pii desetindsobném fedéni
aruzném objemu roztoku enzymu (v rozmezi 5-15pul) vreakéni smési nebyl
zaznamenavan zadny nebo velmi maly nartist absorbance (zména absorbance v fadu
setin, maximaln¢ desetin jednotek), coz svédéi o zaddné nebo minimalni oxidaci
pyrogallolu, resp. tato oxidace byla nasledkem pfili§ vysoké aktivity SOD z 98 — 99 %
inhibovana. Naproti tomu méfeni pii tisicinasobném zifedéni vykazovalo vysoké
hodnoty naristu absorbance v dusledku oxidace pyrogallolu atato reakce byla
inhibovana pii 5-15 ul roztoku enzymu v reakéni smési z 8,2 - 15,8 %. Inhibice
pyrogallolu pfi stonasobném fedéni vykazovala s rostoucim mnozstvim pipetovaného
roztoku enzymu (opét 5-15 pul) odpovidajici rist a dosahovala od 43,4 % do 87,6 %.
Toto fedéni se tedy jevilo jako nejoptimalnéjsi a bylo pouzito pro dal$i méfeni
avypoCty specifické aktivity, ktera ukomerc¢ni SOD dosahovala fadové stovky

ukat-mg™ v zavislosti na fedéni.

V ramci optimalizace popisované metody byl také sledovan vliv purifikace vzorka
SOD gelovou chromatografii na kolonkach Illustra NAP™ 5 Columns (GE Healthcare).
Na kolonky bylo naneseno 100 pl nefedéného roztoku SOD a po vsaknuti nasledovalo
naneseni 400 ul pufru, pti ¢emz bylo zachyceno 500 pul eluatu z kolonky. Jelikoz eluce
prvnich 500 ul nevykazovala zddnou enzymovou aktivitu, bylo potieba aplikovat
dalsich 500 pl pufru na kolonku a znovu odebrat dalsi frakce o objemu 500 pl z kolonky
— po pocatecni eluci 500 pl bylo takto zachyceno dalSich 2x 500 pl eluatu. V pofadi
prvni eluat vykazoval enzymovou aktivitu pohybujici se v fadech desetin ukat-mg'l,
druhy a tfeti eluat jiz v fadech jednotek pkat-mg™. Z toho lze vyvodit zavér, Ze méfeni
S prvnim eluatem, jak by vyplyvalo znavodu vyrobce kolonek, je nedostacujici

z diivodu pomalejsi eluce enzymu z kolonek.

4.1.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity superoxiddismutasy ve vzorcich
véel
Po zavedeni a optimalizaci spektrofotometrického stanoveni aktivity SOD s pomoci

komeréniho enzymu byla metoda aplikovana 1 na vceli extrakty. Postupné bylo

pracovano s extrakty z hlav, hrudniki a zadeckl. Z vysledkl méfeni, Ze nejvyssi
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Obrazek 4: Aktivita SOD v extraktech z télnich ¢asti véel. Chybové usecky v ptislusnych

sloupcich grafu odpovidaji smérodatné odchylce priumérd hodnot.
aktivita SOD byla naméfena v exktratech z hrudnikd, coz je v souladu sjiz diive
zminénym faktem, Ze pravé v této télni Casti se nachéazi létaci svalstvo s vysokymi
metabolickymi naroky a vysokou produkci ROS (obr. 4). Intenzivni svalova namaha
spojena s letem vcely miiZze az stonasobné zrychlit metabolismus (Suarez et al., 1999),
jehoz nedilnou soucasti je mj. mitochondridlni dychaci fetézec a takovéto zvySeni
metabolickych narokti s sebou nese izvySenou produkci ROS tokem elektroni na
molekularni kyslik odbo¢enim z dychaciho fetézce (Fridovich, 2004). Druha nejvyssi
aktivita byla naméfena v extratkech ze zadeckii a nejnizsi aktivita v extraktech z hlav.
Vzhledem Kk tomu, Ze v zadeCku véely se nachazi hlavni ¢ast traviciho ustroji, a ze
potrava byloZravého hmyzu muze byt bohatd na prooxidanty zvySujici oxida¢ni stres
(Ahmad, 1992), 1ze zvysenou aktivitu SOD v extraktu ze vcelich zadecku ptisoudit
praveé obrang proti prooxidantim v piijimané potravé. Weirich et al. (2002) zaznamenali
vysokou aktivitu SOD v hemolymfé. Vzhledem ktomu, ze vcela medonosnda ma
otevienou cévni soustavu a hemolymfa se rozléva volné mezi organy vsech tii télnich

¢asti, diskutovana data mohou byt timto ¢astecné zkreslena.

4.1.3 Spektrofotometrické stanoveni aktivity askorbatperoxidasy ve vzorcich véel
Pfi tomto stanoveni nebyl k dispozici komer¢ni prepardt enzymu, Vv ramci zavedeni

metody bylo tedy pracovano piimo s extrakty z jednotlivych télnich ¢asti v¢el (obr. 5).

Pro ziskani linedrniho poklesu absorbance bylo nejvhodnéjsi vzorek netfedit a namisto
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Obrazek 5: Aktivita APX ve vzorcich véel. Chybové usecky v ptislusnych sloupcich grafu
odpovidaji smérodatné odchylce priméri hodnot.

20 pl extraktu podle Mathews et al. (1997) pipetovat do jamky mikrotitra¢ni desticky
50 pl extraktu z hlav, 30 pl extraktu z hrudnik a 10 pl extraktu ze zadecki. Oproti
zmin&nému postupu byl také pouzit pracovni roztok H,O, o koncentraci 6 mmol.I™. Za
icelem snizeni mozné interference CAT, jejiz pH optimum je 7 (Cetinus a Oztop,
2003), bylo snizeno pH pufru na 6,0, coz mélo také pozitivni vliv na ¢asovy prubch

sledovaného poklesu absorbance.

Z vysledkd méfeni vyplyva, Ze nejvyssi aktivita APX byla stanovena v extraktech ze
zadecka (obr. 5). Vyrazné niz$i aktivita byla stanovena v extraktech z hlav a hrudnikd.
Mathews et al. (1997) zjistili, Ze u H.zea je APX aktivni v Malpighiho trubicich,
zaroven objevili relativné vysokou aktivitu v tukovém télisku a dale ve slinnych zlazach
ave stievé, coz je spojovano s moznou vyznamnou funkci APX pfi odstranovani
peroxidu z piijaté stravy nebo téch, které se vytvareji ve stievé behem ¢asného rozkladu
potravy. Vzhledem Kk tomu, Ze u véely medonosné je pfevazna ¢ast traviciho ustroji
(tukové télisko, stievo i Malpighiho trubice) lokalizovana v zadecku, ziskané vysledky
naznacuji moznou ulohu APX pravé pii antioxida¢ni ochrané proti prooxidantim

pfijimanym z potravy ¢i vznikajicim v prabéhu traveni.
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4.1.4 Testovani vlivu teplotniho stresu vcel na aktivitu superoxiddismutasy a
askorbatperoxidasy
Béhem dvouhodinové expozice teplot¢ 45 °C byly stresované vcely v porovnani

s kontrolnimi véelami viditelné aktivnéjsi, coz se projevovalo nejen rychlym $plhavym
pohybem po sténach komirky, ale i intenzivnéjSimi pohyby kiidel. NedoSlo k thynu
z4dné ze vcel.

4.1.4.1 Spektrofotometrické stanoveni aktivity superoxiddismutasy ve vzorcich

stresovanych vcel
Diky zavedeni metody spektrofotometrického stanoveni aktivity SOD ve vzorcich vcel

bylo mozné zkoumat vliv teplotniho stresu v¢el na aktivitu tohoto enzymu (obr. 6).
U v€el, jez podstoupily dvouhodinovou expozici zvySené teploté 45 °C, je oproti
kontrolni skupin€ patrna zvySend aktivita SOD V hrudnicich, resp. zde vysledek t-testu
prokazal statisticky vyznamny rozdil mezi obéma skupinami (hodnota p nizsi,
nez 0,05), na rozdil od ostatnich télnich ¢asti, v nichz se porovnavané skupiny
statisticky vyznamné neliSily. ZvySend intenzita pohybu kiidel v porovnani

s kontrolnimi véelami muZe souviset se snahou vcel uletét z prostoru prihledné

p =0,000518

10

p = 0,460138

m Kontrola

| Stres

Specificka aktivita SOD (pkat/mg)
w

K S K S K S
Hlava Hrudnik Zadedéek

Obrazek 6: Aktivita SOD ve vzorcich kontrolnich a teplotné stresovanych véel. Kontrolni
vzorek vCel - oznaceni pismenem K a modré zbarveni, teplotné stresované véely - oznaeni
pismenem S a cCervené zbarveni. Svorky Vv grafu zna¢i porovnani aktivity SOD v obou
skupinach vcel pomoci t-testu. Chybové usecky v pfisluSnych sloupcich grafu odpovidaji
smérodatné odchylce praméri hodnot.
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komiurky ven. MiiZze vSak také souviset se snahou vcel ochladit se (Roberts a Harrison,
1998). Williams et al. (2008) publikovali praci, v niz dospéli k faktu, ze metabolicky
narocny let vystavuje létaci svaly vysokym hladinam ROS, protoZze po 6 hodinach
chovani odpovidajicimu shanéni potravy doslo u mladych vcel ke zvySeni antioxidaéni
kapacity o 60 % a béhém letu dosahuji hrudniky vcel az 40 °C (Roberts a Harrison,
1999). Williams et al. (2008) uvadéji, ze zvyseni antioxidacni kapacity bylo pozorovano
u létacich svall, nikoliv v hlavové tkédni, coZ naznacuje, Ze potencidlni poSkozeni
spojené s letem je lokalizované jen u aerobné aktivnich tkani (Banerjee et al., 2003).
Vystaveni vcel teplotnimu stresu spojeného s vyssi aktivitou jejich 1étacich svalt tedy

muze umocnit negativni vliv 1étani na hrudni tkané spojeny s oxidacnim stresem.

4.1.4.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity askorbatperoxidasy ve vzorcich
stresovanych vcel
Po zavedeni spektrofotometrického stanoveni APX ve vzorcich vcel byl zkouman vliv

teplotniho stresu vcel na aktivitu tohoto enzymu. Vysledky méfeni pfiblizné
koresponduji s vysledky méteni v kapitole 4.1.3, tedy nejvyssi aktivita APX byla
naméfena v extraktech ze zadeckd a podstatné nizsi v extraktech z hlavy a hrudnikt

(obr. 7). Co se ty¢e samotného vlivu zvySené teploty na aktivitu enzymu, z méfeni

p =0,029
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Obrazek 7: Aktivita APX ve vzorcich kontrolnich a teplotné stresovanych véel. Kontrolni
vzorek veel - oznaCeni pismenem K a modré zbarveni, teplotné stresované vcely - oznaceni
pismenem S a Cervené zbarveni. Svorky Vv grafu zna¢i porovnani aktivity SOD v obou
skupinach vcel pomoci t-testu. Chybové usecky v ptislusnych sloupcich grafu odpovidaji
smérodatné odchylce primérti hodnot.
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vyplyva, ze statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky z kontrolnich a stresovanych vcel
byl pouze u extraktu ze zadecku, kde byl zaznamenan narlst aktivity APX po vystaveni
véel zvySené teploté. U extraktl zhlav ahrudnikti byla aktivita APX ve srovnani
s etrakty ze zadeCkt velmi mala a z vysledkti méfeni dale vyplyva, ze mezi vzorky

Z kontrolnich a stresovanych vcel neni statisticky vyznamny rozdil.

Lu etal. (2014) zkoumali vliv zvysené teploty na rast, vyvoj a aktivitu mj. APX
u Mononychellus mcgregori, rostlinného hmyziho Skidce. Vyzkum prokazal vyrazny
narast aktivity APX pii vystaveni zminéného organismu zvysené teploté, coz je v tomto
vyzkumu spojovano se zavérem, ze takovéto zmény v enzymové aktivité jsou jednim
z mechanismu preziti pfi vysokych teplotach (Serensen et al., 2001; Du et al., 2007).
Nartst aktivity APX v extraktech ze zadeckd tedy naznacuje moznou roli tohoto
enzymu V antioxidaéni ochrané pfi teplotnim stresu. Dilezitym faktem pfi tom je, Ze se
zvysujici teplotou narustaji respira¢ni naroky organismu, coz ve své praci uvadi Neven
(2000) adodava, ze na tepelny stres reaguji hmyzi buiky podobné jako u jinych
organismil akumulaci tzv. heat shock proteini (HSP, proteiny teplotniho Soku). Jejich
zastupce HSP70 funguje jako chaperon, vaze se na nesbalené proteiny, zajistuje tak
jejich ochranu ¢i usnadnuje jejich zpétné sbaleni po vystaveni vysoké teploté. K této
¢innosti je potieba ATP, a protoze kyslik je klicovy pro produkci ATP v ramci procesu
oxidativni fosforylace, mize mit ve zvySené mife za nasledek zvysenou tvorbu ROS,

a lze ocekavat 1 vyssi aktivitu antioxida¢nich enzymi, resp. APX.

Nutno dodat, ze Lu etal. (2014) ve své praci zaznamenali vys$§i narust aktivity
U stresovaného organismu v porovnani s kontrolnimi vzorky ponechanymi pfi
laboratorni teploté. Tento nartst vSak vrcholil v prvni hodiné expozice vysoké teploté,
vV pozdgjsi fazi nasledoval jiz pokles aktivity. Teplotni stres provadény v ramci této
bakalatrské prace trval 2 hodiny, coz podle vysledki Lu etal. (2014) muze byt jiz za
vrcholem pfipadné zvysené aktivity APX a tedy rozdil oproti kontrolni skupiné nemusi

byt tak vyznamny.
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415 Detekce aktivity komerc¢ni superoxiddismutasy v polyakrylamidovém gelu
Tato metoda byla uspéSné otestovana, z negativniho barveni gelu je patrna detekce

aktivity jednoho izoenzymu komeréni SOD, pii ¢emZ nejvyraznéjSi aktivita byla
detekovana u nefedéného roztoku enzymu a s rostoucim fedénim velikost a intenzita
svétlého pasu klesa (obr. 8). Pfi tisicinasobném fedéni preparatu SOD je svétly pas jiz

tézko pozorovatelny.

Obrazek 8: Detekce komeréni SOD v polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek pomoci
negativniho barveni s NBT. Sloupce oznacené Cislicemi znazoriiuji zony s prislusnymi vzorky
SOD: 1 — bez tfedéni, 2 — fedéni 10x, 3 — fedéni 100x, 4 — fedéni 1000x. Modra Sipka ukazuje
polohu bandit SOD.
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Obrazek 9: Detekce izoenzymit SOD V polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek pomoci
negativniho barveni s NBT. Sloupce oznacené ¢islicemi znazoriuji zony s piislusnymi vzorky:
v zonach 1-4 bylo aplikovano postupné 5 - 20 ul 10x zfedéného extraktu v glycerolu a do jamek
vV zénach 5-8 aplikovano 5 - 20 pl nefedéného extraktu v glycerolu. Modré Sipky ukazuji na
polohu bandl zminénych izoenzymii.

4.1.6 Detekce aktivity superoxiddismutasy ve vzorcich véel v polyakrylamidovém
gelu
Pro detekci izoenzymi SOD nativni elektroforézou byl pouzit 10x fedény a nefedény

extrakt z hrudnikG v objemech 5-20 pl. Protoze intenzita bandi je v porovnani
s komer¢ni SOD nizsi, jako vhodné&jsi se pro detekci ukazalo extrakt netfedit (obr. 9). Pfi
desetinasobném fedéni nebyl detekovan Zadny izoenzym, naopak v nefedéném extraktu

byly detekovany 2 izoenzymy.

4.1.7 Detekce aktivity katalasy ve vzorcich véel v polyakrylamidovém gelu
SOD katalyzuje preménu superoxidového anionradikdlu na peroxid vodiku a kyslik

(McCord a Fridovich, 1969), vznikajici H,O; je rozkladan na vodu a kyslik vlivem CAT
(Aebi, 1984), jejiz zvySend aktivita je spojovana s aktivitou letacich svald vcel, a jez je
oznafovana za vyznamnou soucast antioxida¢ni odpovédi na vceli let (Williams et al.,
2008). Detekce aktivity izoenzymi CAT vV polyakrylamidovém gelu za nativnich
podminek metodou negativniho barveni s DAB byla optimalizovdna pro komer¢ni
preparat CAT z hovézich jater (obr. 10a), poté byla aktivita detekovana v extraktu
Z hrudnikd véel (obr. 10b). Byla detekovana pritomnost jednoho izoenzymu CAT a je

ziejme, optimalni fedéni extraktu je 10x a komeréniho enzymu 100x.
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a b

Obrazek 10a (vlevo), 10b (vpravo): Detekce izoenzymtii CAT vV polyakrylamidovém gelu za
nativnich podminek pomoci negativniho barveni s DAB. Sloupce oznacené ¢islicemi znazoriuji
zOny S prislusnymi vzorky. Obrazek 10a: detekce izoenzymi komeréni CAT, pred spusténim
elektroforézy bylo do jamek v zoénach 1-4 aplikovano postupné 20 pl neziedéného, 10x, 100x
a 1000x zfedéného roztoku enyzmu v glycerolu. Obrazek 8b: detekce izoenzymi CAT ve
vCelim extraktu z hrudnikd - pfed spusSténim elektroforézy bylo do jamek v zénach 1-4
aplikovano postupné 5 - 20 pl 10x zifedéného extraktu v glycerolu a do jamek v zonach 5-8
aplikovano 5 - 20 ul nefedéného extraktu v glycerolu. Modré Sipky ukazuji na polohu bandd
zminénych izoenzymi CAT.

4.1.8 Detekce aktivity askorbatperoxidasy v polyakrylamidovém gelu

Protoze z pfedchozich méfeni vyplyva, ze aktivita APX je nejvyssi v extraktech ze
zadeckl, bylo pfi tomto experimentu pracovano pravé s témito vzorky. Podafilo se
detekovat jeden izoenzym APX, ktery je pozorovatelny nejlépe pii extrakci v poméru
s extra¢nim ¢inidlem 1:2 (w/v) bez nasledného fedéni (obr. 11). Protoze intenzita bandu
odpovidajiho danému izoenzymu APX nebyla mnohdy dostatecné¢ vyrazna, bylo
provedeno srovnani s extraktem z kotene hrachu setého, Pisum sativum L., cv. Kudrnag.
Tento extrakt vykazuje pii extrakci v poméru s extra¢nim c¢inidlem 1:2 (w/v) bez
nasledného fedéni diky vyssi aktivité APX intenzivnéjsi bandy. Z vysledka detekce tedy
vyplyva, Ze metoda barveni geld je v ramci detekce aktivity APX UspéSné otestovana
apro dalsi méfeni s extrakty ze vcelich zadecki by bylo vhodné aplikovat vétsi
mnozstvi vzorku do jamky gelu, pfipadné¢ vhodnym zplsobem vzorek zakoncentrovat,

napf. provést extrakci V poméru s extrakénim ¢inidlem 1:1 (w:v).
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Obrazek 11: Detekce izoenzymlii APX V polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek
pomoci negativniho barveni s NBT. Sloupce oznacené Cislicemi znazornuji zony s prislusnymi
vzorky. Pred spusténim elektroforézy bylo do jamek v zonach 1-4 aplikovano vzdy 15 pl
vzorku: sloupec 1 - extrakt ze véelich zade¢ku (extrakce 1:4, 5x fedény), sloupec 2 - extrakt ze
vc¢elich zadecku (extrakce 1:4, nefedény), sloupec 3 - extrakt ze v¢elich zadeckl (extrakce 1:2,
nefedény), sloupec 4 - extrakt z hrachu setého (extrakce 1:2, nefedény). Modré Sipky ukazuji na
polohu bandi izoenzymii APX.
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Zavér

V ramci teoretické casti bakalafské prace byla vypracovana literdrni reserse
shrnujici dostupné poznatky o vzniku ROS enzymovymi a neenzymovymi
mechanismy, o katabolismu ROS a jejich funkci v signalnich drahach hmyzu.
Zaroven byly shrnuty dostupné poznatky o slozkdch a funkci enzymovych
a neenzymovych slozek antioxida¢niho systému hmyzu se zaméfenim na vcelu

medonosnou.

V praktické Césti bakalaiské prace byla zavedena metoda spektrofotometrického
stanoveni aktivity SOD ve vzorcich vcel. Nejvyssi aktivita byla stanovena v
hrudnicich, které obsahuji 1étaci svaly s vysokymi metabolickymi naroky béhem
letu a tim 1 vyS$S§im rizikem vzniku ROS. Vysoka aktivita byla téZ stanovena
v zadeccich, aby se vSak potvrdila wloha tohoto enzymu v ochrané proti
prooxidantim v travicim traktu vcely, je vhodné otestovat aktivitu enzymu
Vv hemolymf¢ a blize tak lokalizovat aktivitu SOD. Byla téz optimalizovana metoda

detekce aktivity SOD v polyakrylamidovych gelech v nativnich podminkach.

Byla zavedena metoda spektrofotometrického stanoveni aktivity APX ve vzorcich
vcel. Nejvyssi aktivita byla stanovena v zadeccich, kde se nachazi velka cast
travictho ustroji s vy$§imi ndroky na ochranu proti prooxidantim plvodem
Z potravy ¢i vznikajicim v prib¢hu traveni. | v pfipadé tohoto enzymu byla
optimalizovana detekce aktivity APX V polyakrylamidovych gelech v nativnich
podminkach. V ramci dal§iho zkoumani tohoto enzymu by bylo vhodné objasnit

identitu genu a proteinu s APX aktivitou, jelikoz doposud u v¢ely nebyla popsana.

Byl testovan vliv teplotniho stresu na aktivitu SOD a APX. Statisticky vyznamny
rozdil mezi kontrolnimi a stresovanymi vzorky vcel byl zaznamenéan v piipadé
SOD u extraktti z hrudnikd a v piipadé APX u extrakti ze zadeckd. Pfi srovnani
S podobnymi experimenty vSak literatura mnohdy ukazuje vyznamé&js$i rozdily
v aktivite, je tedy vhodné vliv teplotniho stresu na aktivitu zminénych enzymi dale

testovat pii riznych dobach a teplotach stresu.
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7 Seznam pouzitych zkratek
AA akrylamid

APS persiran amonny

APX askorbatperoxidasa

BIS N,N’"-methylen-bisakrylamid

BSA hovézi sérovy albumin

CAT katalasa

CBB Coomassie Brilliant Blue

CBP CREB-binding protein

CIF Cecropia imunoresponsivni faktor
DAB diaminobenzidin

DHA dehydroaskorbat

DHAR  dehydroaskorbatreduktasa

DIF Drosophila imunoresponsivni faktor
GSH redukovany glutathion

GSSG  oxidované forma glutathionu

IKK kinasa fosforylujici IxkB

JNK c-Jun N-terminalni Kinasy

MDHA  monodehydroaskorbat

NBT nitrotetrazoliova modf

PKAc  katalyticka podjednotka cAMP—dependentni proteinkinasy
PO fenoloxidasa

PPO profenoloxidasa

RelA podjednotka A heterodimeru NF-xB
RHD Rel homologni doména transkripéniho faktoru NF-kB
SOD superoxiddismutasa

TEMED tetramethylethylendiamin

TRX thioredoxin

X0 xantinoxidasa
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