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Cile prace

Zpracovani literarni reserSe shrnujici obecnou charakteristiku reaktivnich
forem kysliku (ROS) v zivych organismech a v zaméfeni na ulohu ROS
v ramci imunitniho systému hmyzu.

Shrnuti poznatkll o antioxida¢nim systému hmyzu se zaméfenim na vcelu
medonosnou.

Charakteristika oxida¢niho stresu a oxida¢nich poskozeni zpusobenych
ROS se zaméfenim na karbonylaci proteind a oxida¢ni poSkozeni DNA.

Zavedeni a optimalizace metod pro stanoveni karbonylovanych proteint.



1 UVOD

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jednim z nejvyznamnéjSich zastupci hmyzu na
svete. Diky Cinnosti v€el dochazi k opylovani velké Casti rostlin. V poslednich letech ale
pocet aktivnich vcelstev klesa, a to v disledku rozsahlych uhyni véel. Davodem je
kombinace n€kolika faktort, véetné patogent zpusobujicich onemocnéni veel a dalSich
stresovych podminek, zasaht vcelaiti nebo pusobeni pesticidi pouzivanych k oSetfeni
plodin (de Mattos et al., 2018). Tyto faktory u vcel mimo jiné vedou i ke vzniku
oxidacniho stresu, ktery ma na jejich zdravi a vitalitu rovnéz negativni dopad (Janku et
al., 2019).

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysoce reaktivni latky radikdlové nebo
neradikalové povahy, které maji pivod v molekularnim kysliku. ROS se tvofi v ramci
bazalniho metabolismu a pokud je hladina ROS na fyziologické urovni, jedna se
o dilezitou slozku signalnich pochodu v butice (Pospisil et al., 2019). Kdyz ale na vcelu
pusobi stresové faktory, jako jsou napfiklad patogeny Ci pesticidy, dochazi ke zvySeni
produkce ROS (de Mattos et al., 2018). Dalsim faktorem je to, ze u létavek se zvySuje
produkce ROS kvili namahavym letim mimo ul (Margotta et al., 2018). Negativnim
ucinkiim ROS celi organismus pomoci antioxidacniho systému, ktery rozklada reaktivni
formy kysliku na netoxické molekuly a eliminuje oxidacni poskozeni dilezitych
biomolekul (Pospisil et al., 2019). Kdyz hladina ROS znacné¢ piesahne kapacitu
antioxida¢niho systému, dochazi k poSkozeni biomolekul v buiice a nastava tzv. oxidacni
stres (Birben et al., 2012).

Oxidacni stres se projevuje hromadénim ROS v burikach a vznikem poskozeni
biomolekul v procesech jako je peroxidace lipidu, karbonylace proteini a oxidacni
poskozeni DNA. Takto poskozené biomolekuly nejsou schopny vykonavat své funkce
v burice a dochazi k poskozeni organismu, které je spojovano s fadou patofyziologickych
procesti a muze mit pro organismus fatalni dopad (Birben et al., 2012; Pospisil et al.,

2019).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Reaktivni formy kysliku, nesouci zkratku ROS z anglického reactive oxygen species, jsou
bézné tvoreny jako vedlejsi produkt bunéného metabolismu zivych organismi. ROS
jsou chemickd individua, kterd jsou reaktivnéjsi nez molekularni kyslik a snadno
tak reaguji se svym okolim, napfiklad s biomolekulami zivych organismii. Muzeme je
délit do dvou hlavnich skupin, a to na ROS radikalové a neradikalové povahy. Volny
radikal je chemicka castice, kterda ma ve své valencni sfére alesponn jeden neparovy
elektron (Pospisil et al., 2019). Mezi radikdlové ROS patii radikal superoxidového
aniontu (-O27, také oznaCovan jako superoxidovy anion radikal), hydroxylovy
radikal (-OH), alkoxylovy radikal (RO-), peroxylovy radikal (ROO-) a hydroperoxylovy
radikal (HOO-) (Birben et al., 2012; Trnkova et al., 2015). K neradikalovym ROS se radi
peroxid vodiku (H202), ozon (0O3), singletovy kyslik (!02) a kyselina chlorna (HCIO)
(Chaitanya et al., 2016).

ROS zaujimaji v zivych organismech rozmanité funkce, které mohou byt pro buriky
bud’ prospésné nebo Skodlivé podle toho, v jakém mnozstvi jsou pfitomny. Jestlize jsou
v burice zastoupeny v nizké koncentraci, jsou nepostradatelnou slozkou bunécné
signalizace a podili se na obran¢ proti patogennim mikroorganismim. Pokud vsak dojde
k jejich produkci v nadmérném mnozstvi, napt. pfi zvySenych pozadavcich na
okysliCovani organismu nebo pii vnéjSim stimulu imunitniho systému (stresové faktory,
pesticidy) a soucasné neni dostatecné ucinny antioxidacni systém buiiky, ktery ma
zaukol ROS udrzovat ve fyziologickych hladinach, dochazi k interakci ROS
s bunécnymi biomolekulami. Tato interakce vede k jejich oxida¢nimu poskozeni
zpusobujicimu naslednou degradaci tkani zivocichd nebo pletiv rostlin, které mize vést
az kusmrceni daného organismu. Tento proces, ktery sestava z nerovnovahy mezi
produkci a odbouravanim ROS, jejimz disledkem je bunécné poskozeni, nazyvame
oxidacni stres (Or¢ic et al., 2017).

Jako ochrana pred oxidacnim stresem, tedy negativnim u¢inkem ROS, slouzi v zivém
organismu antioxidacni systém. Slozky antioxidacniho systému muizeme rozdélit na
antioxidanty enzymové a neenzymové. Ve slozeni enzymovych antioxidanti se jedna
o proteiny, resp. enzymy, které katalyzuji pfeménu anebo degradaci ROS na metabolity
pro organismus netoxické jako je napf. kyslik nebo voda (Birben et al., 2012).

Neenzymové antioxidanty jsou nizkomolekularni latky, které z velké Casti degraduji ROS



chemickou reakci, pii niz dochazi k redukci ROS a oxidaci antioxidanti (Nandi et al.,

2019).

2.1 Apis mellifera

Vcely jsou jednim z nejvyznamnéjSich opylovateld na svété. Vela medonosna (Apis
mellifera) se tadi mezi socialni hmyz, podobné jako mravenci nebo termiti
(Wojciechowski et al., 2018). To znamena, ze vcely ziji v koloniich, v nichz vzajemné
kooperuji, maji jednu matku, pecuji o své potomstvo, provadeji rozlicné ukony a pies
zimu piezivaji z ulozené potravy (Rand et al., 2015; Kramer et al., 2021).

Kolonie véely medonosné sestava ze tii kast - dv€ sami¢i a jedna samci, presnéji
matka, délnice a trubci. Matky jsou morfologicky odlisné od délnic (Wojciechowski et
al., 2018). Matka je nejvétsi a ma podlouhly zadeCek. Ve vcelstvu je pouze jedna a jako
jedina je schopna reprodukce (De Souza et al., 2018; Wojciechowski et al., 2018). Trubci
jsou mens$i nez matka, lihnou se jen v letnim obdobi a jejich ucelem je oplodnit matku,
poté hynou (Rassnigg & Railsheim, 2005). Délnice jsou nejmensi a ve vCelstvu
nejpocetnéjsi kastou. Kasty se lisi 1 délkou vyvoje plodu, nez se vylihne jedinec. Délnice
si déli praci v ulu podle svého stafi. V prvnich dvaceti dnech svého zivota jsou uklizecky,
krmicky, kojicky, stavitelky a strazkyné. Poté se z délnice stava létavka a lety mimo ul
shani potravu jako je nektar a pyl (Rassnigg & Railsheim, 2005; De Souza et al., 2018).

Vcelstvo se déli podle ro¢niho obdobi na letni a zimni generaci vcel, ktera se rtizni
délkou zivota délnic a poctem vcel ve vCelstvu. Letni generace vcel Cita okolo 15 000 az
60 000 vcel s kratkym zivotnim cyklem délnic. Délnice se dozivaji 30-40 dnti, matka Zije
i n€kolik let. Zimni generace vCel neni tak pocCetna, zato preziva i n€kolik mésica
(Berenbaum & Johnson, 2015; Dostalkova et al., 2021).

V poslednich letech dochazi ke snizeni poctu vcelich kolonii. Jednim z duavodi
mohou byt patogeny zpusobujici onemocnéni vcelstev nebo pusobeni stresovych
faktort, které maji za nasledek také nadmémmou produkci ROS, ktera mize mimo jiné
ovlivilovat i urychleni starnuti vcelich jedinct (Or¢i¢ et al., 2017).

Vzhledem ke své dulezitosti pro spolecnost a pfirodu je véela medonosna Castym
subjektem vyzkumi. Zkouma se vliv patogend, pramyslové oSetfenych plodin, zasahy
vcelafe do vCelstva a rizné stresové faktory, které mohou piispivat k thynu vcel (Miinch

et al., 2008).



2.2 Charakterizace reaktivnich forem kysliku

Reaktivni formy kysliku vznikaji z molekularniho kysliku excitaci elektronu nebo
enzymovymi €1 neenzymovymi drahami. Nejabundantnéjsimi ROS jsou superoxidovy
anion radikal, hydroxylovy radikal, hydroperoxylovy radikal, peroxid vodiku a singletovy
kyslik (Sies & Jones, 2020).

Kyslik je ve svém molekularnim stavu (O2) pomérn€ méalo reaktivni. Jeho reaktivnéjsi
forma, singletovy kyslik ('0.) vznik4 absorpci energie s naslednym obracenim spinu jeho
neparového elektronu (Obr. 1). Tato forma vznik4 pfi bunécnych procesech jako je
naptiklad fotosyntéza nebo respirace. Zpét na stabiln€jsi formu muze byt singletovy
kyslik navracen napt. reakci s [-karoteny, které jsou soucasti neenzymového

antioxida¢niho systému buriky (Schlothauer, 2013).
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w2p I H I

G2p —H-

G*2s —%

G2 —+- —+-
molelularni kyslik singletovy kyslik
‘L0, ‘X0,

Obrazek 1: RozloZzeni elektronu v molekulovém orbitalu molekularniho a singletoveho kysliku.
Prevzato z: (Stipek, 2000); vytvofeno pomoci ChemSketch.

Tvorba superoxidového anion radikalu mize probihat spontannimi i enzymy
katalyzovanymi reakcemi (Fridovich, 1997). Mezi spontanni reakci vzniku ‘Oz~
lze zatadit jednoelektronovou redukci molekularniho kysliku, kterda probiha
v mitochondriich v respiraénim fetézci (Obr. 2). DalSimi moznostmi tvorby ‘O2" jsou
enzymové  reakce  katalyzované  nikotinamidadenindinukleotidfosfatoxidasou
(NADPHoxidasa, EC 1.6.3.1) a xanthinoxidasou (XO, EC 1.1.3.22) (Birben et al., 2012).
Superoxidovy radikal ma kratky polocas zivota (2-4 pus) a nedokaze prejit pres bunéénou
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membranu (Piterkova et al., 2005). -0y se fadi mezi méné reaktivni ROS. Skodlivy efekt
‘O2” spociva predevsim v protonaci ‘O~ za tvorby reaktivnéjsiho -OOH (Pospisil et al.,

2019).

c - -
0 -0 H,O HO- + HO
2 2 2H+ 22
4e 4"
¢, H H-)
H,0
H+

Obrazek 2: Schéma jednoelektronové a ctyrelektronové redukce kysliku. Molekulami kyslik
v mitochondriich podléha étytelektronové redukei za tvorby vody. Muze ale dochazet i k redukci
jednim elektronem, pfi niz dochazi ktvorb¢é superoxidového radikalu (-O;), ze kter¢ho
navazujicimi redukénimi reakcemi muze dojit ke vzniku peroxidu vodiku (H20)
a hydroxylovému radikalu (-OH). Pfevzato z: (Lushchak, 2014).Vytvofeno v ChemSketch.

Peroxid vodiku je oproti jinym ROS relativné stabilni molekula, kterd je schopna
prochazet biologickymi membranami. Pokud se koncentrace peroxidu vodiku v buiice
pohybuje na fyziologické hladin€, slouzi H>O jako posel v bunécné signalizaci.
V piitomnosti piechodnych kovii (Fe**, Cu®) reaguje H.0, ve Fentonové reakci
za oxidace prislusného kovu a vzniku hydroxylového radikalu a hydroxidového aniontu
(Piterkova et al., 2005).

Hydroxylovy radikal je povazovan za velmi reaktivni castici. Pfic¢inou
vysoké reaktivity ‘OH je pfitomnost neparového elektronu a pozitivniho redoxniho
potencialu (Pospisil et al., 2019). Tyto vlastnosti zpusobuji, ze hydroxylovy radikal
snadno reaguje se svym okolim, a to pfevazné v blizkosti jeho vzniku. Vysoka reaktivita
‘OH je divodem jeho kratkého poloCasu zivota (< 1 us) (Piterkova et al., 2005).
Hydroxylové radikaly zpisobuji oxidacni poskozeni biomolekul jako jsou lipidy,
proteiny nebo DNA (Valko et al., 2006).

Hydroperoxylovy radikal je protonovanou formou superoxidového radikalu. -OOH
na zaklad¢ toho, Ze je hydrofobni, mize prochazet biologickymi membranami, ve kterych
reaguje s membranovymi lipidy a zpisobuje jejich oxidacni poskozeni (Piterkova et al.,

2005).



Vsechny vySe zminéné ROS vznikaji v zivo¢iSnych buikach bud’ enzymovymi nebo

neenzymovymi drahami (Tab. 1) (Bayir, 2005).

Tabulka 1: Neenzymové a enzymové zdroje reaktivnich forem kysliku.

Zdroje Reaktivni formy kysliku
Enzymové zdroje:

Respiraéni fetézec — komplex I, I, III ‘0"

Xanthinoxidasa ‘027, HO2

NADPHoxidasa ‘02"

Cytochromy P450 ‘0.7, HOs
Neenzymové zdroje:

Fentonova reakce -OH

Svételné zareni 0., -0;"

Katecholaminy ‘OH, -OOH

2.2.1 Enzymové zdroje ROS

U Zivych organismu zijicich aerobnim zpusobem zivota se vétSina piijatého kysliku
buikou (okolo 98 %) redukuje pfimo na vodu v elektronovém transportnim
retézci (ETC), ktery je umistény ve vnitini mitochondrialni membrané
mitochondrii. Zbyla 2 % kysliku jsou redukovana v ETC postupné piijetim jednoho
elektronu, coz ma za nasledek tvorbu superoxidového radikalu (Obr. 2) (Valko
et al., 2006; Hamanaka & Chandel, 2009). Zdrojem superoxidovych anion radikalt
v ETC jsou komplex I (NADH-ubichinonoxidoreduktasa, EC 1.6.5.3), komplex II
(sukcinat-ubichinonoxidoreduktasa, EC 1.3.5.1) a komplex III (ubichinol-cytochrom c
oxidoreduktasa, EC 1.10.2.2) (Hamanaka & Chandel, 2009). ‘Oz vzniklé
jednoelektronovou redukci O> jsou dismutovany v matrix mitochondrii na H>O> za
katalyzy superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) (Abreu & Cabelli, 2010).

Zdrojem ROS je také xanthinoxidasa, jedna se o enzym katalyzujici hydroxylaci
purind, primarné podilejici se na pfeméné hypoxanthinu na xanthin a nasledné xanthinu
na kyselinu mocovou. Pfi danych reakcich dochazi k redukci molekularniho kysliku
za vzniku Oy a nasledné H>O» (Valko et al., 2006).

Dalsim enzymovym zdrojem ROS jsou enzymy rodiny cytochroma P450 (CYP, EC
1.14.14.1). Ty se vyskytuji v mitochondriich a v membrané endoplazmatického retikula
(mikrosomalni CYP) (Rewitz et al., 2006). Funkce CYP je degradace xenobiotik, tedy

latek pro organismus cizich. Pfi degradacnim procesu ¢asto dochazi k uniku elektront



z NADPH, které slouzi jako donor elektroni pro CYP, a ty nasledné reaguji s kyslikem
za vzniku ‘Oz~ a H2O2 (Zangar et al., 2004; Lushchak, 2014).

Pfi napadeni organismu patogenem dochézi k imunitni reakci, ktera je doprovazena
tzv. oxidaénim vzplanutim, tedy nahlym nariastem hladin ROS prostfednictvim
NADPHoxidasy (Obr. 3). Specializovana imunitni butika fagocytuje mikrobialni patogen
(napf. bakterii). V bunéné membrané této specializované imunitni buiky se nachazi
enzym NADPHoxidasa, ktery se podili na redukci molekularniho kysliku za vzniku -O>".
Donorem elektrond pro tuto reakci je koenzym NADPH. Superoxidové radikaly jsou
nasledné redukovany na peroxid vodiku, spontanné nebo predevsim za katalyzy SOD.
Vzniklé ROS jsou pro patogen toxické a vedou k jeho usmrceni (DeCoursey & Ligeti,

2005).

NADPHoxidasa || j‘

) (oo

Protonova
pumpa

Obrazek 3: Specializovana imunitni burika fagocytuje patogenni mikroorganismus.
NADPHoxidasa pritomna v membrané imunitni bunky katalyzuje produkci -O,", které jsou
nasledné dismutovany za katalyzy SOD na H,O,. ROS jsou pro patogenni organismus toxické
a dochazi k jeho usmrceni. Pievzato z: (DeCoursey & Ligeti, 2005). Upraveno v Inkscape.

2.2.2 Neenzymové zdroje ROS

Mezi neenzymové cesty vzniku ROS v bufice patii pusobeni ionizujiciho zafeni,

znecisténé prostiedi nebo tvorba ROS zprostfedkovana prechodnymi kovy (Valko et al.,
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2006). Do neenzymovych zdroju se fadi i autooxidace katecholamint (Cohen, 1994).
Béhem autooxidace katecholamint, jako je napiiklad dopamin, dochazi za pfitomnosti
prechodnych kovl k tvorbé reaktivnich forem kysliku (Miller et al., 1996).

Zdrojem reaktivngjSich forem ROS je také molekularni kyslik. Pokud v burikach O2
absorbuje ionizujici zareni, dochéazi k tvorbé singletového kysliku a superoxidového

radikalu (Schlothauer, 2013).

2.2.2.1 Tvorba ROS zprostiredkovana kovy

Reaktivni formy kysliku se v burikach tvofi i v pfitomnosti piechodnych kovu, jako jsou
napiiklad Zelezo, chrom a vanad. O, ‘O2 nebo H>O> reaguji s pfechodnymi kovy, které
prechazeji do oxidovaného/redukovaného stavu a soucasné se generuji dalsi formy ROS.

Superoxidové anion radikaly jsou schopny v molekulach obsahujicich zelezo
v oxidaénim stavu tii (Fe**) redukovat toto Zzelezo na Fe®", jedna se
o tzv. Haberovu-Weissovu reakci. Toto Fe?* se nasledné uplatiiuje ve Fentonové reakci,
béhem které reaguje s H202 za vzniku velmi reaktivniho hydroxylového radikalu
a hydroxylového aniontu. Soubézné dochazi k oxidaci zeleza zpét na Fe** (Obr. 4)

(Piterkova et al., 2005).

Hem Fe®* Hem Fe**

2+ . )
Fe” + H0, ——= e’} “OH + OH

Obrazek 4: Fentonova reakce zobrazena na struktufe skupiny hem a vyjadfena chemickou rovnici.
H>O: reaguje s Fe** za tvorby ‘OH a OH™ a oxidace Zeleza na Fe?*. Pfevzato z: (Kord Forooshani
et al., 2020), vytvofeno v ChemSketch.



Chrom v oxida¢nim stavu $est (Cr®") je pro organismus neskodny. Pokud je ale Cr%*
redukovan na Cr’* miize dochazet k poskozeni DNA. Dale obdobné jako u iontti zeleza
‘02" redukuji Cr® na Cr*, a ten pak po reakci s H2O» tvoii hydroxylovy radikal v tzv.
Fenton-like reakci (Valko et al., 2006; Bokare & Choi, 2014).

Vanad v oxidaénim stavu pét (V>*) je v bufice redukovan na V* Kkyselinou
askorbovou. V** po reakci s O tvoii ‘O2~. Nékteré -O2~ jsou dismutovany na H,O: za
katalyzy SOD. H,0, dile miize reagovat s V** a oxidovat ho na V>* za vzniku -OH.
Hydroxylové radikaly se pak podileji na bunééném oxidaénim poskozeni (Crans et al.,

2004).

2.2.3 Produkce ROS u véely medonosné

U vcely medonosné ROS vznikaji podobné jako u dalSich organisma v ramci bazalniho
metabolismu. Tyto fyziologické hladiny ROS se podili na bunécné signalizaci a jsou pro
vCelu prospésné. Spolu se zvySujicim se vékem vcely ale hladina ROS zacina stoupat
a pii souCasném pusobeni stresovych faktord, které maji za nasledek vysokou produkci
ROS, muze dochazet k oxida¢nimu stresu. U vcelich délnic vznikaji ROS také pfi
aktivnim letovém stylu zivota, kdy délnice létavky opoustéji Ul za ucelem sbirani pylu
a nektaru. Denné muze takto vCela letem stravit az né€kolik hodin, Castokrat na dlouhé
vzdalenosti. Aby tohoto vytizeni byla vcela schopna, musi se zvysit rychlost metabolismu
a okyslicovani, to mé za nasledek produkci ROS vcetné -O>, ‘OH, H>O» (Margotta et al.,
2018).

Hlavnim zdrojem ROS u vcely medonosné je pusobeni stresovych faktort.
Stresové faktory se déli na abiotické a biotické. Mezi abiotické se fadi extrémni teploty
a pusobeni pesticidi. Biotickymi stresovymi faktory jsou patogenni mikroorganismy
nebo roztoCi (Janku et al., 2019). Pfi nadmémé tvorbé ROS dochazi k jejich hromadéni
v burikach a nasledné dochazi k oxida¢nimu poskozeni biomolekul. VEela medonosna ma
otevienou ob€hovou soustavu, coz usnadriuje prostupnost ROS k dilezitym mistim jako
je mozek a letové svalstvo (Nikolenko et al., 2012).

Pfi napadeni v¢eliho organismu patogeny (viry, bakterie ¢i houbové patogeny) dochazi
k oxidacnimu vzplanuti, pii kterém se produkuji ROS, jako je -O27, ktery toxicky pusobi
na patogen i jeho okoli a dochazi k usmrceni patogenu (Chaitanya et al., 2016).

Dulezity vliv na vznik oxida¢niho stresu muze mit potrava. Pokud jsou zemédélské
plodiny, které vCely opyluji, oSetfeny pesticidy, tak pozienim této potravy dochézi pii
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degradaci téchto xenobiotik ve vCelim organismu k tvorbé ROS (Berenbaum & Johnson,
2015). Jiz subletalni davky pesticidi piijimané potravou maji vliv na mobilitu vcel
a mohou zpusobovat komunika¢ni poruchy (Medrzycki et al., 2003). Stravu podavanou
vcelafem lze obohatit o nékteré neenzymové antioxidanty jako napfiklad vitaminem C
nebo vitaminem E, pro zvySeni hladiny antioxidanti (Farjan et al., 2012; Janku et al.,

2019).

2.3 ANTIOXIDACNI SYSTEM

Zivé organismy se pred negativnim u&inkem ROS chrani prostfednictvim antioxida¢niho
systému, ktery se podili na odbouravani ROS v burice na nereaktivni a organismu
neSkodné molekuly jako je kyslik a voda. Dale také antioxidacni systém napoméha
k obnove poskozenych biomolekul (Valko et al., 2006).

Slozkou antioxidacniho systému jsou antioxidanty, coz jsou latky, které maji
schopnost degradovat oxidacné reaktivni molekuly, ¢imz napoméhaji pfedchéazet vzniku
oxidacniho poskozeni (Halliwell & Gutteridge, 2015). Antioxidanty se d€li na primarni
a sekundarni. Primarni antioxidanty reaguji pfimo s ROS nebo s reaktivnimi produkty
oxidacniho poskozeni a redukuji je na nereaktivni molekuly. Sekundarni antioxidanty
pisobi v antioxidacni ochrané nepiimo tim, ze se podileji na opravé poskozenych
biomolekul. Dale 1ze antioxidanty rozdélit na enzymové a neenzymové (Nikolenko et al.,
2012).

Pokud dochazi ke zvySené produkci ROS, muze dany organismus na tento stav
reagovat zvySenim genoveé exprese antioxidacnich enzym, diky cemuz se zvysuje jejich
hladina. Jednotlivé antioxidanty se li§i mistem ucinku a reaktivnim oxidantem, se kterym

reaguji (ROS, reaktivni aldehydy, lipoperoxidy atd.) (Sies et al., 2005).

2.3.1 Antioxidacni enzymy

Antioxidacni enzymy fadime mezi primarni 1 sekundarni antioxidanty.
Nejvyznamnéjsimi primarnimi enzymovymi antioxidanty jsou
superoxiddismutasy, katalasy (CAT, EC 1.11.1.6) a peroxidasy (PX, EC1.11.1)
(Obr. 5). Mezi sekundarni enzymové  antioxidanty  patfi ~ nékteré  reduktasy
(EC 1.6.4), které regeneruji neenzymové  antioxidanty, které slouzi  jako  donor

elektronu pro antioxidacni enzymy. Napfiklad pro nékteré typy peroxidas jsou
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to glutathion  (GSH) ¢i thioredoxin  (Trx). K redukci neenzymovych  antioxidantt
vyuzivaji reduktasy jako donor elektronu naptiklad nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)

(NAD(P)H) (Birben et al., 2012; Konupkova, 2020).

C GSH D
GS5SG

H,0

Obrazek 5: Prehled reakci nejvyznamnéjSich antioxida¢nich enzymu. Superoxidovy
radikal (produkovany napf. elektronovym transportnim fetézcem (ETC)) je dismutovan
superoxiddismutasou (SOD) na peroxid vodiku, ktery muze byt rozloZen katalasou (CAT) na
vodu a kyslik nebo peroxidasou (v tomto pripadé glutathionperoxidasou (GPX) na vodu). Pro
peroxidasu musi byt pfitomen donor ¢” (pro GPX je to glutathion). Pfevzato z: (Nandi et al., 2019),
vytvofeno v ChemSketch.

2.3.1.1 Antioxida¢ni enzymy u véely medonosné
U vcely medonosné bylo prokazano 39 gent pro expresi antioxidaCnich enzymu

(Nikolenko et al., 2012). Nejvyznamnéjsi antioxida¢nimi enzymy u vcel jsou
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superoxiddismutasy, katalasy, thioredoxinperoxidasy (TPX, EC 1.11.1.24)
a glutathion-S-transferasy (GST, EC 2.5.1.18). V<¢eli genom postrada geny kodujici
glutathion-reduktasu (GR, EC 1.6.4.2), ktera redukuje oxidovany glutathion vznikajici
z redukovaného glutathionu pfi reakci s ROS za katalyzy pfislusného enzymu. Funkce
GR je nahrazena thioredoxin-reduktasou (TR, EC 1.6.4.5) a thioredoxinem (Nikolenko et
al., 2012; Chaitanya et al., 2016). Dale vceli genom postrada geny kodujici
glutathionperoxidasu (GPX, EC 1.11.1.9), ale obsahuje dva homologni geny kodujici dva
enzymy piibuzné GPX. Jeden enzym je oznaCovan jako Gtpx-2 (EC 1.11.1.9) a jedna se
o homolog GPX s thioredoxinperoxidasovou aktivitou, jelikoz spiSe nez GSH vyuziva
jako donor e Trx. Druhy enzym detailni biochemickou charakterizaci dosud postrada.
Funkce GPX u v¢el je nahrazena enzymy TPX a GST, které maji peroxidasovou aktivitu

(Corona & Robinson, 2006; Farjan et al., 2012).

2.3.1.2 Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa je enzym, ktery katalyzuje dismutaci superoxidového anion radikalu
na kyslik a peroxid vodiku (Obr. 6). SOD se v buice vyskytuje v nékolika isoforméch.
Ty se lisi aminokyselinovym slozenim, centralnim atomem kovu, poctem podjednotek
a vyskytem v organismu (Valko et al., 2006). Jsou znamy ¢tyfi isoformy SOD, a to SOD
obsahujici jako kofaktor atom manganu (Mn-SOD), atom médi a zinku (Cu, Zn-SOD),
atom Zeleza (Fe-SOD) a atom niklu (Ni-SOD).

n+1)+ _ n+
VAR ‘05 M+ 0,
_ +
M+ 0, + 2H M™ D + Hy0,
souhmné 20, + 2H 0, + H,0,

Obrazek 6: Reakce dismutace superoxidového anion radikalu za katalyzy superoxiddismutasy,
pro isoformy Cu, Zn-SOD a Mn-SOD: pro M=Cu (n=1), M=Mn (n=2), pfevzato z: (Abreu a
Cabelli, 2010), vytvoreno pomoci ChemSketch.

V ramci enzymové katalyzy se reakce katalyzovand SOD odehrava kinetickym
mechanismem, ktery se nazyva ping-pongovy. V reakci katalyzované SOD, dochazi

nejprve k redukci kofaktorové slozky enzymu a jeho nasledné reoxidaci, a to se
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soubéznou oxidaci a redukci superoxidovych radikald (Abreu & Cabelli, 2010).
Napt. v ptipadé Cu, Zn-SOD enzymova katalyza probiha nasledovné: aminokyseliny
v blizkosti aktivniho mista enzymu (Obr. 7) sméfuji -O2 k atomu médi v oxidacnim stavu
dva (Cu?*). Po vazbé ‘O, na Cu®* dochazi k redukci na Cu* za vzniku O,. Dale se k Cu*
pfivadi protony vodiku (produkované v dychacim fetézci) a druha molekula -O2™ a vznika
hydroperoxylovy radikal (-OOH) a nasledné H>0,. Soubézné je Cu™ oxidovana do
pivodniho stavu Cu?* (Nedd et al., 2014).

Obrazek 7: Kvartérni struktura Cu, Zn-SOD se zaméfenim na aktivni misto enzymu obsahujici
atomy kovu, vytvofeno pomoci PyMOL a Inkscape dle databaze Protein Data Bank (PDB).

V prokaryotické burice se vyskytuji vSechny ctyfi typy SOD. V eukaryotické buiice,
vCetné rostlinnych organismti, se nachazi Cu, Zn-SOD v chloroplastech,
v extracelularnim prostoru a v cytoplasmeé, Mn-SOD se nachéazi v mitochondriich
a peroxisomech a Fe-SOD v chloroplastech a cytoplasmé rostlinné builky (Abreu &
Cabelli, 2010; Freitinger Skalicka et al., 2012). Fe-SOD a Ni-SOD se u hmyzu
nevyskytuji (Abreu & Cabelli, 2010).

Cu, Zn-SOD je metaloprotein o molekulové hmotnosti 32 kDa. Je to dimer, ktery se
sklada ze dvou monomernich podjednotek, z nichz kazda ma jeden disulfidovy mistek
a vaze meéd’naty a zineCnaty atom (Obr. 7). Méd’ slouzi jako kofaktor a zinek ma strukturni
funkci (Butler et al., 2021).

Mn-SOD se nachazi v prokaryotickych bakteridlnich burikach jako dimer,
v eukaryotickych burikach se vyskytuje ve formé tetrameru o molekulové hmotnosti
priblizné 96 kDa. Kazda podjednotka obsahuje jeden atom manganu, ktery se vaze na

aminokyseliny histidin a kyselinu asparagovou (Obr. 8). Nachazi se v matrix
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mitochondrii, kde vychytava ‘O»" z elektronového transportniho fetézce. Pii katalyze
dismutace ‘O, prechazi mangan cyklicky mezi oxida¢nim stavem Mn>* a Mn?* (Abreu

& Cabelli, 2010).

Obrazek 8: Kvartémi struktura Mn-SOD se zaméfenim na aktivni misto enzymu obsahujici atom
kovu, vytvoreno pomoci PyMOL a Inkscape dle databaze PDB.

U vcely medonosné je exprimovana mitochondrialni Mn-SOD, cytoplasmaticka Cu,

Zn-SOD a extracelularni Cu, Zn-SOD (Corona & Robinson, 2006).

2.3.1.3 Katalasa

Katalasa je antioxidacni enzym, ktery se v eukaryotické burice vyskytuje prevazné
v peroxisomech, dale je také zastoupena v cytoplasmé a v mitochondriich (Nandi et al.,
2019). Tento enzym katalyzuje rozklad dvou molekul H2O2 na molekulu O a dvé
molekuly H>O.

Existyji tfi rodiny CAT, a to monofunkéni katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) obsahujici
skupinu hem (Obr. 9), bifunkéni katalasa-peroxidasa (KatG, EC 1.11.1.21) obsahujici
skupinu hem a katalasa, ktera misto skupiny hem obsahuje mangan (Mn-CAT) (Nandi et
al., 2019). KatG se v eukaryotickych buinkach vyskytuje pouze u hub a fas. Mn-CAT je
ptitomna pouze u bakterii. Monofunk¢ni katalasa se vyskytuje u eukaryot a je z rodiny

CAT nejrozsitenéjsi (Zamocky et al., 2008).
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NADPH

Obrazek 9: Kvartérni struktura katalasy se zaméfenim na aktivni misto enzymu obsahujici
skupinu hem a NADPH, vytvofeno pomoci PyMOL a Inkscape dle databaze PDB.

V aktivhim misté monofunk¢ni katalasy je skupina hem, kterd je prostetickou
skupinou tohoto enzymu, tedy kovalentné vazany kofaktor. Skupina hem sestava
z porfyrinového kruhu, ktery obsahuje Ctyfi pyrroly s navazanymi substituenty, a se
sttedem z atomu Zeleza v oxida¢nim stavu tii (Fe®*). V blizkosti hemu se nachazi
NADPH, ktery napomaha pfi regeneraci enzymu po reakci s H2O2 do ptivodniho stavu
(Zamocky et al., 2008).

Mechanismus rozkladu H>O: katalyzovany monofunk¢ni katalasou se déli do dvou
krokii (Obr. 10). V prvnim z nich jedna molekula H>O, oxiduje Fe** v hemu na Fe*,
oddéli se jeden pyrrol, navaze se kyslik dvojnou vazbou za vzniku oxyferrylového
komplexu a molekuly H>O. V dalsim kroku druh& molekula H>O> redukuje za pomoci
NADPH Zelezo v hemu do puvodniho stavu a dochazi ke vzniku molekuly O a druhé

molekuly H>O (Chelikani et al., 2004).
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oxidace

Obrazek 10: Mechanismus reakce rozkladu peroxidu vodiku katalyzované katalasou. Skupina
hem je oxidovana na oxyferrylovy komplex a poté redukovana zpét do puvodniho stavu. Pievzato
z: (Chelikani et al., 2004), vytvofeno pomoci ChemSketch.

H>0» vystupuje v ramci katalasovych reakci jako oxidaéni i redukéni Cinidlo. Katalasy
jsou schopny S§tépit vazbu kyslik-kyslik peroxoskupiny i v nizkomolekularnich
peroxidech jako jsou ethylhydroperoxid a acetylhydroperoxid. Tato vazba kyslik-kyslik
se Stépi heterolyticky, pfi¢emz je jeden kyslik redukovan na vodu a druhy kyslik se vaze
na hem (Zamocky et al., 2008).

U vcely medonosné se katalasa vyskytuje v cytoplasmé bunék (Corona & Robinson,
2006). U délnic je jeji hladina nejvyssi v travici soustaveé, dale v letovych svalech.
Aktivita katalasy u vCelich délnic se snizuje spolu s rostoucim vékem, coz ma za nasledek
rozvoj oxidacniho stresu (Corona & Robinson, 2006; Williams et al., 2008). U trubcu je
vysoka aktivita katalasy ve spermatu, coz muize mit pozitivni vliv na zivotaschopnost

spermii uchovavanych v semenném vacku vceli matky (Weirich et al., 2002).

2.3.1.4 Peroxidasy

Peroxidasy katalyzuji rozklad peroxidu vodiku za pritomnosti Siroké Skaly donort
elektronu. Slouceniny slouzici jako donory e jsou naptiklad glutathion, askorbat ci

thioredoxin, které jsou zarovenl neenzymovymi antioxidanty (Rand et al., 2015). Nekteré
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peroxidasy katalyzuji, mimo rozkladu peroxidu vodiku, také rozklad dalSich ROS
a lipoperoxidd, a tim chrani organismus pied oxidacnim poskozenim biomolekul (Panday
et al, 2020). Obecné se mezi nejvyznamngjsi peroxidasy u zivych
organismu fadi glutathionperoxidasa, peroxiredoxin (Prx, EC 1.11.1.15),
thioredoxinperoxidasa nebo askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.1).
Glutathionperoxidasa je antioxidacni enzym, ktery ma ve svém aktivnim centru

aminokyselinu selenocystein (Obr. 11) (Espinosa-Diez et al., 2015).

B &/

Sec45

3 A5

Obrazek 11: Kvartérni struktura glutathionperoxidasy se zaméfenim na aktivni misto enzymu,
vytvoreno pomoci PyMOL a Inkscape.

GPX katalyzuje redukci peroxidu vodiku nebo hydroperoxyfosfolipidi na vodu anebo
alkohol za vyuziti GSH jako zdroje elektronti. Dvé molekuly GSH prechazi na
oxidovanou formu glutathionu (GSSG), za vzniku vody ¢i alkoholu odpovidajicimu
fosfolipidovému zbytku (Obr. 12) (Valko et al., 2006; Espinosa-Diez et al., 2015).
Oxidovany GSSG je transportovan transportéry do extracelularniho prostoru, kde je
redukovan na GSH pusobenim glutathionreduktasy a ptitomnosti NADPH jako donoru e
(Panday et al., 2020).

GPX

2GSH + H,0, GSSG + H,0

GPX
2 GSH + ROOH

GSSG + ROH + H,0

Obrazek 12: Reakce redukovan¢ho glutathionu (GSH) s peroxidem vodiku (H»>O) nebo
s lipidovym peroxidem (ROOH) za katalyzy glutathionperoxidasy, prevzato z: (Valko et al.,
2006), vytvoreno v ChemSketch.
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Genom vc¢ely medonosné neobsahuje geny kodujici GPX, ale obsahuje dva homologni
geny kodujici dva enzymy pifibuzné GPX. Jednid se o enzym Gtpx-2, ktery ma
thioredoxinperoxidasovou aktivitu. Druhy enzym detailni biochemickou charakterizaci
postrada (Corona & Robinson, 2006). Dale také vceli organismus postrada geny pro GR.
Jeji funkce redukce oxidovaného glutathionu je nahrazena thioredoxinreduktasou
a thioredoxinem (Chaitanya et al., 2016). Pokud je vCela vystavena pusobeni xenobiotik
(pesticidy, insekticidy) vyskytujicich se v potravé, zvySuje se exprese Gtpx-2 (Rand et
al., 2015).

Peroxiredoxiny jsou skupinou enzymi s peroxidasovou aktivitou. Peroxiredoxiny
katalyzuji redukci peroxidu vodiku nebo organickych peroxidi na vodu, respektive
prislusné alkoholy. V aktivnim misté peroxiredoxinu je cystein, jehoz thiolova skupina
slouzi jako donor elektronu pro redukci H20: a organickych peroxidd. Zpét do
redukované formy prechazi oxidovany peroxiredoxin reakci s thioredoxiny. (Espinosa-
Diez et al., 2015; Panday et al., 2020).

Redoxni systém GPX ve spolupraci s peroxiredoxiny odstrani az 80 % H>O»> tvofticiho
se uvnitt buniky (Panday et al., 2020).

Askorbatperoxidasa je enzym ze tiidy peroxidas. Jako donor elektronti vyuziva APX
kyselinu askorbovou, jinym nazvem vitamin C (Shigeoka, 2002). APX katalyzuje redukci
peroxidu vodiku za soucasné oxidace kyseliny askorbové. CAT je hlavnim enzymem
redukujicim H20», ale jelikoz ma vysokou Km, neni schopna zredukovat vSechen
nadbytecné produkovany H>O», proto jsou zbylé nizsi koncentrace H2O> redukovany
pomoci askorbatperoxidasové aktivity (Korayem et al., 2012). U vcely medonosné se tato
aktivita zvySuje pii vysokych hladinach H>O; ve vcelim organismu, a to napiiklad pfi
konzumaci potravy obsahujici oxidacni latky, kdy pro redukci H2O> nedostacuje CAT
(Korayem et al., 2012).

2.3.1.5 Glutathion-S-transferasa
Glutathion-S-transferasy jsou enzymy katalyzujici reakci GSH s latkou exogenniho
puvodu za vzniku komplexu, ktery je poté pienesen pifes membranovy pienaseC ven
z buriky (Nebert & Vasiliou, 2004). U hmyzu, respektive u vcel, je GST zodpovédna za
degradaci xenobiotik, jako jsou naptiklad pesticidy (Nikolenko et al., 2012).

U hmyzu se GST déli do dvou rodin, a to cytosolické a mikrosomalni. Mikrosomalni

rodina GST jsou proteiny vazané na bunécné membrany a jsou slozeny ze tii podjednotek.
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Oproti cytosolické roding glutathion-S-transferas (cGST) jsou kodovany pouze 1-2 geny,
ale funkci jsou podobné cGST (Enayati et al., 2005). ¢cGST jsou homodimery ¢i
heterodimery o velikosti okolo 25 kDa, které obsahuji specifickou doménu vazajici GSH
tzv. G-misto (Enayati et al., 2005). cGST se u hmyzu d¢li do Sesti tfid: Epsilon (e-GST),
Delta (6-GST), Theta (6-GST), Zeta ((-GST), Omega (o-GST) a Sigma (c-GST)
(Friedman, 2011).

V genomu vCely medonosné se vyskytuje 10 gent kddujicich ¢GST, to odpovida
zhruba polovi¢nimu poctu gent nez u jiného hmyzu (napi. 38 gent u Drosophila
melanogaster). To mize mit za nasledek vétsi nachylnost vCel ke xenobiotikiim (Nikoli¢
et al., 2019).

U vcelich délnic byla detekovana mnohem vyssi aktivita GST oproti aktivit¢ SOD
a CAT jak v letni generaci, tak v zimni generaci vCel (Or€ic et al., 2017). To je zpuisobeno
nejspise potiebou ve stievé degradovat pesticidy a jina xenobiotika pfijimané potravou

(Weirich et al., 2002).

2.3.1.6 Zapojeni antioxidacnich systému do fyziologickych pochodu
u vCely medonosné

Béhem prvnich tfi dnii vyvoje vCeliho embrya dochazi kvili ochrané pfed oxida¢nim
poskozenim ke zvySeni exprese glutathion-S-transferasy a thioredoxinperoxidasy na
zakladé zvySeného piisunu kysliku potiebného pro vyvoj embrya (Nikolenko et al.,
2012). Diky vysoké koncentraci katalasy, superoxiddismutasy a glutathion-S-transferasy
v semenném vacku vceli matky je zajisténa ochrana a zivotaschopnost ulozenych spermii
(Nikolenko et al., 2012). Aktivita katalasy je zvySena ve stievé oplodnéné matky, kde
eliminuje ROS z potravy (Nikolenko et al., 2012). U létavek oproti mladym délnicim
pracujicim v Glu byla zaznamenana zvySena exprese antioxidacnich enzymui v hlave
(Mn-SOD, CAT, Cu, Zn-SOD), v hrudi (CAT, Mn-SOD) i v zadecku (CAT, Mn-SOD)
(Cervoni et al., 2017).

U zimni generace vCel byla pozorovana zvySend exprese katalasy ve stfevé
jako ochrana pied tvoricim se H>O» pfi traveni bez letového rezimu (Or¢ic¢ et al., 2017).
Zatim co superoxiddismutasa a glutathion-S-transferasa mély sniZzenou expresi oproti
letni generaci vcel, a to nejspiSe z divodu neaktivniho zivota v obdobi zimy (Or¢i¢ et

al., 2017).
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2.3.2 Neenzymové antioxidanty

Neenzymové antioxidanty (Obr. 13) jsou pfevazné nizkomolekularni slouceniny, které
selisi vyskytem v buiice. Maji vice funkci, napfiklad regenerace oxidovanych
antioxidantt, dale mohou byt kofaktory enzymu ¢i regulatory genové exprese proteinu.
Do skupiny neenzymovych antioxidantli u vcely medonosné se fadi zejména glutathion,
vitamin C, vitamin E, karotenoidy a vitellogenin (Chaitanya et al., 2016; Konupkova,
2020; Tawfik et al., 2020). Miazeme je délit na zakladé jejich rozpustnosti. A to na
antioxidanty rozpustné ve vodé (glutathion, vitamin C) a antioxidanty rozpustné v tucich
(vitamin E, karotenoidy). Antioxidanty rozpustné v tucich se nejCastéji vyskytuji
v biologickych membranach. Vlastnosti ve vodé rozpustnych antioxidantd je prochazeni
do bunék a organel pfes membrany a jejich ptisobeni v misté poteby (Felton & Summers,
1995).

Antioxidacni schopnost neenzymovych antioxidantd spociva v redukci prooxidacnich
molekul darovanim elektronu, poté antioxidant prechazi do své oxidované formy

(Espinosa-Diez et al., 2015).

CH
SH ° cH, CH, HQ
0 HC 0 P
HOOC NH_ _.COOH HO
NNH - CHs B
0 HO
Nrz HO OH
HaC

glutathion o-tokoferal (Vit E) kyselina askorbova (Vit C)

B-karoten

Obrazek 13: Strukturni vzorce vybranych neenzymovych antioxidanti, vytvofeno v ChemSketch.

2.3.2.1 Glutathion
Glutathion je peptid skladajici se ze tfi aminokyselin — glycinu, cysteinu a glutamové
kyseliny. Biosyntéza GSH probiha ve dvou krocich, oba z nich jsou z&vislé na pfitomnosti

ATP. Prvni krok syntézy GSH je katalyzovan glutamat-cysteinligasou (GCL, EC 6.3.2.2),
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kdy reakci cysteinu a glutamatu vznika y-glutamylcystein. Druhy krok syntézy sestava
z reakce y-glutamylcysteinu a glycinu, ktera je katalyzovana glutathionsynthetasou (GS,
EC 6.3.2.3) (Espinosa-Diez et al., 2015).

GSH v ramci antioxida¢ni ochrany vystupuje jako reduk¢ni Cinidlo, naptiklad jako
donor e pro reakci s GPX, pfi niz dochazi k detoxifikaci H2O». Po pfedani elektronu H>0O-
se molekula GSH oxiduje a reakci s dalsi molekulou oxidovaného GSH dochazi ke
vzniku disulfidové vazby. Oxidovany glutathion, tedy GSSG, je regenerovan zpét na
GSH glutathionreduktasou, kdy donory elektroni pro reakci jsou FAD a NADPH
(Panday et al., 2020). Podobné jako H20> je GSH schopen redukovat lipidové peroxidy
za tvorby odpovidajiciho alkoholu (Valko et al., 2006).

GSH se také podili na odstranovani produktd peroxidace lipidd, a to
4-hydroxynonenalu (4-HNE) tak, ze vzajemné vytvoii komplex, ktery je exportovan do
extracelularniho prostoru. Tento proces probihd za katalyzy glutathion-S-transferasy
(Tjalkens et al., 1999). Eliminace 4-HNE =zabranuje hromadéni tohoto produktu
v burice, které by mélo za nasledek dalsi oxida¢ni poskozeni biomolekul, a to karbonylaci
proteini (Valko et al., 2006; Birben et al., 2012). Dalsi dulezitou funkci GSH je
regenerace jinych neenzymovych antioxidanta jako jsou vitamin E a C, pro které GSH
vystupuje jako donor elektronu.

GSH se vyskytuje v cytosolu, v mitochondriich a v jadrech bunék. Oproti ostatnim
neenzymovym antioxidantiim se v burice vyskytuje ve vysoké koncentraci (10~ mol-I'!).
Pfi nadmémé tvorbé ROS se vbunkach zvySuje koncentrace oxidovaného
GSSG, v disledku  reakce jeho redukované formy sROS. Stanovenim poméru

GSSG/GSH lze hodnotit miru oxidac¢niho stresu (Valko et al., 2006).

2.3.2.2 Vitamin C

Vitamin C, chemickym nazvem kyselina askorbova, je neenzymovy antioxidant
rozpustny ve vodé. Diky této vlastnosti miize pusobit uvnitf i vn€ bunky. Je to dvojsytna
kyselina, ktera obsahuje dvé hydroxylové skupiny (Konupkova, 2020).

Antioxidacni vlastnosti kyseliny askorbové spoCivaji v predani elektront pii reakci
s ROS, ¢imz je redukuje na netoxické molekuly. Pfi reakci s ROS vznikaji jeji oxidované
formy, kyselina monodehydroaskorbova pii odevzdani jednoho elektronu a kyselina

dehydroaskorbova pti odevzdani druhého elektronu (Kasparova et al., 2005). Vitamin C
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chrani bunécné membrany pred peroxidaci lipidii odstranénim -OH a -OOR (Valko et al.,
2006).

Jednotlivé oxidované formy vitaminu C lze regenerovat zpét na kyselinu askorbovou.
Regenerace kyseliny dehydroaskorbové probiha za ptitomnosti GSH jako darce elektronu
a za katalyzy dehydroaskorbatreduktasy (DHAR, EC 1.8.5.1). Pfi regeneraci kyseliny
monodehydroaskorbové ptsobi jako donor elektroni NADH a reakce je katalyzovana
monodehydroaskorbatreduktasou (MDHAR, EC 1.6.5.4) (Do et al., 2016).

Vitamin C se vyskytuje v pylu, ale bylo prokazano, ze jeho obsah nema zfejmé znacny
vliv na ptitomnou hladinu vitaminu C u v¢el a pfedpoklada se, ze vcela je schopna tento
vitamin syntetizovat nebo jsou za syntézu vitaminu C zodpovédny vceli symbiotické
mikroorganismy (Brodschneider & Crailsheim, 2010; Pereira De Melo & De Almeida-
Muradian, 2010).

2.3.2.3 Vitamin E

Vitamin E mé 8 isoforem, a to a-, B-, y-, a d-tokoferol a a-, B-, y-, a o-tokotrienol.
Nejvyznamnéjsi isoformou je a-tokoferol (Niki, 2014). Vitamin E je rozpustny v tucich
a vyskytuje se v bunéénych membranach v lipidové dvojvrstvé. Zde chrani lipidy pred
oxida¢nim poskozenim, a to predev§im eliminaci peroxylovych radikali. Mechanismus
prubéhu odstranéni peroxylového radikalu spociva v predani elektronu a vodikového
radikalu z a-tokoferolu peroxylovému radikalu, za vzniku a-tokoferolového radikalu.
a-tokoferolovy radikal mize byt regenerovan zpét do puvodniho stavu Kkyselinou
askorbovou a glutathionem (Kojo, 2005).

Viely ziskavaji vitamin E z potravy, pfedevS§im z pylu (Pereira De Melo & De

Almeida-Muradian, 2010).

2.3.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pfirodni barviva, kterd plni mimo jiné funkci neenzymovych
antioxidantd. Z chemického hlediska jsou karotenoidy konjugované isoprenoidy
s dlouhym uhlikovym fetézcem. Jedna se o velmi rozsahlou skupinu, bylo identifikovano
vice nez 700 jejich struktur (Blount & McGraw, 2008). Antioxidacni funkce karotenoida
spociva v navratu excitovaného elektronu singletového kysliku do ptivodniho stavu, tedy

na molekularni kyslik, za S§tépeni karotenoidu na mensi jednotky. Dale také
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karotenoidy zamezuji nadmeérné peroxidaci lipidu redukci peroxylového radikalu (Heath
et al., 2013).

Karotenoidy u hmyzu podporuji imunitni reakci tim, ze degraduji ROS vznikajici pti
oxidacnim procesu. DalSimi funkcemi karotenoidii u hmyzu, mimo jejich antioxidacni
vlastnosti, je barevna pigmentace nebo jsou prekurzory hormont, napiiklad feromona
(Heath et al., 2013).

Karotenoidy se vyskytuji v pylu, nejvice lutein, B-karoten, xantofyl a fukoxanthin.
Vely ptijimaji karotenoidy potravou (Pereira De Melo & De Almeida-Muradian, 2010;
Sandmann, 2019).

2.3.2.5 Neenzymové antioxidanty vyskytujici se u vcel

U vcely medonosné jsou neenzymové antioxidanty exogenniho nebo endogenniho
puvodu. Endogenni neenzymové antioxidanty jsou napiiklad glutathion a vitellogenin.
Vcela je schopna tyto antioxidanty syntetizovat. Exogenni jsou napiiklad vitamin E
a karotenoidy, ty musi vCely pfijimat potravou, vyskytuji se napt. v pylu (Chaitanya et
al., 2016; Konupkova, 2020).

Vitamin C je, mimo svou antioxidacni funkci, také kofaktorem enzymu (napf.
monooxygenasy), €1 regulator genové exprese (Tawfik et al., 2020). Syntéza vitaminu C
je regulovana pritomnou hladinou glutathionu a vcela je schopna korelovat produkei ¢i
odbourani vitaminu C na zakladé jeho obsahu v pfijimané potravé (Farjan et al., 2012).

Vitellogenin je hlavni neenzymovy antioxidant u vcel. Jedna se o protein produkovany
ve veele tukovym téliskem, ktery cirkuluje v hemolymfg, a je prekurzorem zloutkového
proteinu (Miinch et al., 2008). Ve v¢elim organismu zastava nékolik funkci. Slouzi jako
donor zivin pfi vyvoji oocyti u vceli matky, dale slouzi jako antioxidacni obrana.
Vitellogenin je schopen vazat struktury z povrchu patogennich bunék a prenést je do
oocytu, kde tak dochazi k imunizaci budoucich v¢el (Havukainen et al., 2013; Kramer et
al., 2021).

Antioxidacni schopnost vitellogeninu spociva v jeho prednostni oxida¢ni karbonylaci
pasobenim ROS, ¢imZ chrani ostatni biomolekuly ve svém okoli (Seehuus et al., 2006;
Kramer et al., 2021). Vitellogenin je schopny se v buiice vazat na eukaryotické organely,
jako jsou mitochondrie, a chranit tak membranové lipidy pfed oxidaénim poskozenim

(Havukainen et al., 2013).
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Antioxidacni ochrana byva spojovana s mnozstvim vitellogeninu v organismu. Obecné
vcely s nizkou koncentraci vitellogeninu v hemolymf€ jsou nachylné k oxida¢nimu
poskozeni. Kromé& toho i1 dlouhové€kost u zimni generace délnic je v porovnani s jejich
letni generaci spojovana s vyssi koncentraci vitellogeninu u téchto véel (Nikolenko et al.,
2012; Aurori et al., 2014). Vysoka exprese genu pro vitellogenin je zfejmé rovnéz spjata
s dlouhovékosti vCelich matek (Kramer et al., 2021).

Produkce vitellogeninu je kontrolovana hladinou juvenilniho hormonu (JH). Pokud je
hladina juvenilniho hormonu v hemolymf€ nizkda, produkuje se vice vitellogeninu
au vcely je branéno nadmérné tvorbé oxida¢niho poskozeni a naopak (Seehuus et al.,
2006). Hladina juvenilniho hormonu je obecné spjata s vékem. U mladé dé€lnice letni
generace je hladina JH nizka a vitellogeninu vysoka. Hladina JH se se stafim vcely
postupné zvySuje. U létavky je hladina JH zvySena, ¢imz dochdzi k nizsi tvorbé
vitellogeninu, coz mize mit za nasledek hromadéni oxidacnich produktii a urychleni
starnuti jedince (Dostalkova et al., 2020; Amdam et al., 2012).

Vysoké koncentrace vitellogeninu se vyskytuji u matky, mladych délnic a zimni
generace vcel. VysSi hladina vitellogeninu je spojovana s dlouhovékosti u vcel

(Nikolenko et al., 2012; Or¢i¢ et al., 2017).

2.4 SIGNALNIi ROLE ROS V BUNCE
Utinky ROS jsou v ramci Zivych organismd dany jejich piitomnou hladinou v buiice. P
nadmérné produkci ROS, které nedostaCuje antioxidacni systém buiky, dochazi
k poskozovani biomolekul. Pokud je vSak hladina ROS udrzovana na fyziologické
urovni, maji v burice zasadni pozitivni funkci. ROS totiz piisobi jako poslové v redoxni
signalizaci. Redoxni signalni molekuly jsou kli¢ové jednak pro mezibunécnou
komunikaci, ale také pro regulaci déju uvniti bunky (Schieber & Chandel, 2014).
Komunikace buriky s vnéj§im prostiedim sestava ze signalni transdukce, tedy z pienosu
signalu z vnéj§ich prostor do vnitfnich navazanim ligandu (napf. hormon, cytokin,
neurotransmiter) na membranovy receptor. Pfenos signalu je bud’ jednostupiiovy nebo je
vicestupriovy a §ifi se prostrednictvim tzv. signalni kaskady (Valko et al., 2006). Receptor
po navazani ligandu preda signal sekundarnimu poslu (napt. H>O»), ktery se podili na
dalSim prenosu signalu k efektorové molekule i1 proteinu (Zamocky et al., 2008).

Na redoxni signalizaci se podili predevsim peroxid vodiku, v men$i mife pak

i superoxidovy anion radikal (Sies & Jones, 2020).
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Ptikladem signalni role ROS je reverzibilni redoxni konformacni zména proteinu.
Ta je zprostiedkovana H>O», ktery oxiduje thiolovou skupinu cysteinu z polypeptidového
fetézce prislusného proteinu. Dochdzi ke vzniku disulfidové vazby uvnitf daného
proteinu, pfipadné mezi dvéma proteiny. To vyvola konformacéni zmény, ¢imz se zméni
vlastnosti proteinu s dopadem na jeho funkci, napf. enzymovou aktivitu. Zpét do
puvodniho stavu lze protein vratit ptisobenim thioredoxinu (Schieber & Chandel, 2014;
Sies & Jones, 2020).

Superoxidovy anion radikal se bunécné signalizace podili pfedevsim inhibici enzymu
jako je napriklad akonitasa. V tomto pripadé inhibice probiha tak, ze ‘O~ oxiduje [Fe-S]
klastry a uvolni z nich Fe?*. Inhibice se projevi snizenim aktivity enzymu (D’ Autréaux &

Toledano, 2007).

2.5 OXIDACNi POSKOZENI

Za podminek, kdy bunécna produkce ROS vyrazné prevySuje antioxidacni kapacitu
bunky, nastava jev, ktery se nazyva oxidac¢ni stres. ROS oxiduji pfimo ¢i neptimo dalezité
biomolekuly jako jsou lipidy, proteiny ¢i DNA, které jsou tak poskozovany. Pripadné
dochazi k fetézovym reakcim generujicim dal§i radikaly, které reaguji se svym
okolim, ¢imz dochazi k poSkozovani a degradaci fady bunécnych struktur. Oxidacné
poskozené biomolekuly se hromadi v buikach, ztraci svou funkci a zpisobuji nevratné
poskozeni organismu, které ¢asto vede k bunééné smrti a potazmo starnuti organismu
(Birben et al., 2012; Dabrowska & Wiczkowski, 2017).

Oxidacni stres je u vcely medonosné spojovan s hromadénim oxidacnich
produktti, které ma za nasledek jejich starnuti a predcasny uhyn. Bylo prokazano, ze
létavky jsou nachylnéjsi k hromadéni oxidovanych proteint v hlavé vice nez krmicky,
kvuli dlouhym letim mimo ul. Naopak v hrudniku je hladina poskozenych proteint
podobna, diky zvySené aktivité antioxidacnich enzymi v letovém svalstvu létavek
(Nikolenko et al., 2012; Cervoni et al., 2017).

Oxidacni poskozeni lipida spo€iva v jejich peroxidaci, zatimco u proteind dochazi ke
karbonylaci. Pfi peroxidaci lipida vznika 4-hydroxynonenal a malondialdehyd, které se
stanovuji jako tzv. biomarkery oxidacniho poskozeni (Simone-Finstrom et al., 2016).
Dal§imi ukazateli miry oxida¢niho poskozeni jsou karbonylované proteiny
a 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin, ktery je produktem poskozeni DNA (Nikolenko et al.,
2012; Margotta et al., 2018).
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2.5.1 Oxidacni poSkozeni DNA

Za oxidacni poskozeni DNA je zodpovédny predevsim -OH. Ten mize reagovat
s purinovymi a pyrimidinovymi dusikatymi bazemi, a také s 2'-deoxyribosou (Obr. 14).
Oxidaci téchto slozek v DNA muze dochazet k jednovlaknovym nebo dvouvlaknovym

zlomim nebo kfizovym vazbam s proteiny (Dabrowska & Wiczkowski, 2017).
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Obrazek 14: Znazornéni cilu pro hydroxylovy radikal u purinovych bazi adeninu a guaninu,
u pyrimidinovych bazi cytosinu a thyminu a u 2’-deoxyribosy v fetézci DNA, prevzato
z: (Dizdaroglu, 2012), vytvofeno v ChemSketch.

Sacharidova slozka v DNA fetézci je atakovana hydroxylovym radikdlem. Dochézi
tak k odtrzeni vodikového radikéalu zjednoho uhliku (C1-C5) za vzniknu radikalu
deoxyribosy. Nasledné dochazi k rozevieni furanosy a vzniku karbonylové skupiny na
atomu uhliku, ktery byl radikadlem. Nebo dochazi k tvorbé laktonu reakci Cl-radikalu
deoxyribosy s vodou a uvolnénim baze. V dasledku uvolnéni baze dochazi k preruseni

vlakna a nésledné tvorbé zlomu ve dvousroubovici DNA (Dizdaroglu, 2012).
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K poskozeni pyrimidinové baze v fetézci DNA dochazi atakem ‘OH na dvojnou vazbu
mezi uhliky C5 a C6 baze. Pokud se po zaniku ©t vazby -OH navaze na C5 vznikne radikal
na C6 a naopak. U thyminu muze dojit ke vzniku allylového radikalu odtrzenim
vodikového radikalu z methylové skupiny. Radikaly pyrimidinovych bazi maji nasledné
oxidacni vlastnosti. Bez pfitomnosti kysliku a za pfitomnosti vody dochazi k oxidaci
radikalu thyminu a nasledné deprotonaci za vzniku thyminglykolu. Stejné tak u radikalu
cytosinu dochazi k tvorbé cytosinglykolu. Cytosinglykol mize podlehnout deaminaci za
vzniku uracilglykolu, ktery lze dehydratovat na 5-hydroxyuracil, nebo dehydrataci
cytosinglykolu dochazi ke vzniku 5-hydroxyuracilu. V pfitomnosti kysliku jsou radikaly
pyrimidinovych bazi nachylné k tvorbé peroxylovych radikalt, které jsou nestabilni
a rozkladaji se na dalsi produkty oxida¢niho poskozeni DNA. Naptiklad peroxyradikal
cytosinu se rozklada na kyselinu dialurovou, ktera je oxidovana v pfitomnosti kysliku na
alloxan, ktery se muze redukovat na 5-hydroxyhydantion. Oxidaci allylového radikalu
vznika 5-(hydroxymethyl)uracil a 5-formyluracil (Cooke et al., 2003; Dizdaroglu, 2012).

U purinovych bazi hydroxylovy radikal atakuje dvojnou vazbu mezi C4-C5 nebo
N7-C8, po zaniku 7t vazby se -OH navaze na jeden atom z atakované dvojice (a to C4-OH,
C5-OH, ¢i C8-OH) a na druhém atomu dochazi ke vzniku radikalu. U adeninu vznikne
vazbou -OH na 4C radikal na uhliku C5 (4C-OH-A radikal) nebo se utvoii 8C-OH-A
radikal. Pisobenim -OH na guanin muze dojit ke vzniku 4C-OH-G, 5C-OH-G nebo
8C-OH-G radikalu. Radikaly purini se mohou oxidovat nebo redukovat. Redukci
jednim elektronem 8C-OH-purini muze dojit k otevieni imidazolového kruhu
a ke vzniku 4,6-diamino-5-formaidopyrimidinu z adeninu a 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidinu  z guaninu. Pokud ale pifi redukci nedojde k otevieni
imidazolového kruhu vznikaji hemiorthoamidy purinovych bazi. Jednoelektronovou
oxidaci 8C-OH-purint vznika 8-hydroxyadenin a 8-hydroxyguanin (Cooke et al., 2003;
Dizdaroglu, 2012).

Oxidacni poskozeni genetické informace, ulozené v podobé DNA, miize zplsobit
chyby pii replikaci DNA, protoze modifikované dusikaté baze se neparuji spravne.
Napriklad 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin (8-OHdG) se pfi replikaci sparuje s adenosinem
misto s cytidinem. Pfi dalsi replikaci dochazi k tvorbé dvou vlaken, z niz jedno obsahuje
8-OHdG, ktery se sparuje opét s adenosinem. Druhé vlakno obsahujici adenosin, Spatné
sparovany pfii prvni replikaci, se sparuje s thymidinem a tim dojde ke zméné paru v DNA
z G-C na T-A. V disledku toho dochazi k mutacim, zamezeni transkripce nebo ke

zmeénam v signalnich drahach (Valko et al., 2006; Dizdaroglu, 2012).
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K oxidacnimu poskozeni DNA dochazi v mensi mife nez k poskozeni lipidu
a proteint, protoze pro kontrolu DNA ma buiika vyvinutu fadu kontrolnich a opravnych
mechanismu, které rozpoznaji oxidovanou nukleovou kyselinu, odstrani ji, nahradi
aobnovi strukturu DNA. Soucasti opravnych mechanismii jsou enzymy z rodin
glykosylas, nukleas, polymeras a ligas (Dizdaroglu, 2012; Dabrowska & Wiczkowski,
2017). DNA v mitochondriich ma vétsi nachylnost k oxidacnimu poskozeni oproti
jaderné DNA z divodu piitomnosti respiraéniho fetézce a nedostateCného vyskytu

nukleoproteini (napf. histond) (Dabrowska & Wiczkowski, 2017).

2.5.2 Peroxidace lipidia

ROS reaguji slipidy obsahujicimi dvojnou vazbu, piedev§im s polynenasycenymi
mastnymi kyselinami (PUFA), které jsou dulezitou soucasti biologickych membran.
Tento proces oxidace lipidd v duisledku ptisobeni ROS se nazyva peroxidace lipida
a jedna se o neenzymovy proces (Yamamoto, 1991; Valko et al., 2006). V bunkach mize
probihat i enzymova peroxidace lipidi. Ta je obecné spojovana s tvorbou produkti
zapojenych do urcitych regulacnich dé&u, prikladem je reakce arachidonat-5-
lipooxygenasy (ALOXS, EC 1.13.11.34), kterda katalyzuje peroxidaci kyseliny
arachidonové za tvorby leukotrient (Yamamoto, 1991). Neenzymova peroxidace lipida
je nejCasteji zahajena hydroxylovym radikdlem. Dal§imi ROS, jejichz ucinek vede
k peroxidaci lipidd, jsou alkylovy (R-) a peroxylovy radikal (ROO-) (Valko et al., 2006).

Neenzymova peroxidace je radikalova fetézova reakce a sestava ze tii fazi: iniciace,
propagace a terminace (Obr. 15). Faze iniciace je zapocata atakem ‘OH na CH-skupinu
mastné kyseliny v misté konjugovanych dvojnych vazeb. Pisobenim -OH se odtrhne -H
a vznikne radikal mastné kyseliny. V radikalu mastné kyseliny (MK) dojde k pfesunu
7 elektrontl z dvojné vazby v blizkosti radikalového uhliku za vzniku konjugovaného
dienu. Nasleduje spontanni reakce konjugovaného dienu s Oz za vzniku peroxylového
radikalu. Ten je malo stabilni a snadno reaguje s dalsi MK, ze které odstépi ‘-H za tvorby
lipidového hydroperoxidu a nového radikalu MK. Touto tvorbou radikalu MK zapoc¢ne
propagacni faze, ktera trva do té€ doby, nez se radikal setkd s jinym radikalem nebo dokud

neni eliminovan neenzymovym antioxidantem (napf. vitamin E). Zanik radikala je

rrrrrrr
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Obrazek 15: Schéma peroxidace PUFA iniciované -OH a O, za vzniku peroxylového radikalu,
ktery se dale mize cyklizovat nebo reagovat s MK. Konecné produkty reaktivni aldehydy, alkeny
vznikaji §tépenim alkoxylovych a peroxylovych radikalii a cyklizacnich produkti. Prevzato
z: (Stipek, 2000), vytvofeno v ChemSketch.

Vzniklé lipidové hydroperoxidy se mohou elimina¢ni reakci rozlozit na sekundarni
produkty peroxidace lipida (Obr. 15) (Dabrowska & Wiczkowski, 2017). Témito
sekundarnimi produkty jsou pfislu§né reaktivni aldehydy ¢i alkeny. Nejzastoupené)§imi
reaktivnimi aldehydy jsou malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (4-HNE)
a a,B-nenasycené aldehydy (Ayala et al., 2014). MDA a 4-HNE maji vyssi stabilitu nez
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ROS, mohou prochéazet bunéfnou membranou a dale oxida¢né poskozovat proteiny
(Birben et al., 2012; Al-Menbhali et al., 2020).

Peroxidaci lipidd v bunénych membranach dochazi k naruseni fosfolipidové
dvojvrstvy, coz muze zpusobit propustnost bunék a nefunkénost membranovych
receptori (Birben et al., 2012). Peroxidacnim modifikacim podléhaji i dalsi lipidy,
napf. cholesterol a glykolipidy (Ayala et al., 2014).

Pfi nizkém stupni peroxidace jsou buriky schopny opravnymi mechanismy
a pfitomnymi antioxidanty minimalizovat negativni dopad na membrany a dalsi lipidy
podléhajici peroxidaci. Pfi vysokém stupni peroxidace jsou opravy nedostateCné
adochazi k poSkozeni bunek az kbunécné smrti, coz je casto spojovano
s patofyziologickymi procesy (napf. u Clovéka je to aterosklerdza nebo rakovina) a také

starnutim organismu (Ayala et al., 2014).

2.5.3 Karbonylace proteint

Proteiny jsou v organismech nejzastoupenéjsi biomolekuly, které ve velké mife Celi
pusobeni ROS (Driessen et al., 2015). Proteiny zastavaji v bufice mnoho funkci, které
jsou dané jejich strukturou, napt. transport molekul, enzymova aktivita, ochranna funkce,
atd. A pravé ve struktufe proteini dochazi k modifikacim, které maji za nasledek
poskozeni proteinu a naruseni jeho funkce (Trnkova et al., 2015).

Nejcastéjsi oxidacni poskozeni proteint je jejich karbonylace, pii kterém dochazi
k oxidaci aminokyselin (AK), tedy stavebnich jednotek proteint, pfevazné za vzniku
odpovidajicich karbonylovanych derivatd, aldehydu, piipadné ketont. Karbonylace
proteint je tedy posttranslaéni modifikace, pfi niz se zavad¢ji karbonylové skupiny do
AK polypeptidového fetézce. Jedna se o irreversibilni proces, ktery nelze zvratit zadnym
opravnym systémem (Bachi et al., 2013; Augustyniak et al., 2015; Hecker & Wagner,
2018).

Karbonylace proteinu miZze nastavat na riznych mistech polypeptidového fetézce

a muze probihat pfimym nebo nepfimym mechanismem (Obr. 16).
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Obrazek 16: Schéma primé a nepiim¢ karbonylace proteinu. Pfima karbonylace proteint probiha
bud’ pfimym vlivem ROS, za katalyzy kovem, a-amidaci nebo pfi oxidaci postranniho fetézce
AK. Nepifima karbonylace proteinti probiha reakci s reaktivnimi aldehydy vytvofenymi pii
peroxidaci lipida nebo oxidaci sacharidi. Prevzato z: (Rodriguez-Garcia et al., 2020), vytvofeno
pomoci ChemSketch, Inkscape.
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kovem

Karbonylovany protein

Ptfimy karbonyla¢ni mechanismus spociva v pfimém ataku aminokyselin ROS,
v oxidaci postrannich fetézci AK =za katalyzy kovem nebo v oxidacnim Sté€peni
polypeptidového fetézce. Pfi nepfimém mechanismu dochazi ke karbonylaci, ktera je
zpusobena reaktivnimi aldehydy vznikajicimi pfi oxidaci sacharidii (methylglyoxal,
glyoxal) nebo peroxidaci lipida (MDA, 4-HNE). Reaktivni aldehydy jsou zavadény do
proteinti kovalentni vazbou s AK lysinem, cysteinem nebo argininem (Dalle-Donne et al.,
2006; Hecker & Wagner, 2018; Rodriguez-Garcia et al., 2020). Interakci methylglyoxalu
s proteinem dochazi u proteinu ke zvyseni jeho potencionalu pro vazbu kovovych iontl,
a také dochazi ke kiizovym vazbam mezi takto modifikovanym proteinem a DNA (Tu et
al., 2013).

Pfimy ucinek ROS na polypeptidovy fetézec (Obr. 17) spociva v ataku
polypeptidového fetézce -OH za vzniku radikalu a-uhliku AK, ktery dale reaguje s jinym

a-uhlikovym radikalem za vzniku kfizové vazby, nebo reaguje s Oz za tvorby
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peroxylového radikalu. Déle peroxylovy radikal odtrhne vodikovy radikal z jiné AK
stejného nebo jiného blizkého proteinu za vzniku hydroperoxylového derivatu proteinu.
Hydroperoxylovy derivat také vznika pusobenim hydroperoxylového radikalu na
peroxylovy radikal za piitomnosti pfechodného kovu. Stejnym typem reakce pak vznika
alkoxylovy radikal a nasledné¢ hydroxylovy derivat proteinu (Obr. 17). Ve fazi
alkoxylového radikalu dochazi ke stépeni peptidové vazby za vzniku karbonylovych
derivata a-amidaci nebo diamidaci (Trnkova et al., 2015; Dabrowska & Wiczkowski,
2017). Pfi o-amidaci je S§tépena vazba mezi o-uhlikem a dusikem za vzniku
odpovidajictho amidu a ketonu polypeptidu. Pfi diamidaci je Stépena vazba mezi

a-uhlikem a CO-skupinou za tvorby imidu a amidu polypeptidu (Hellwig et al., 2015).
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Obrazek 17: Oxidace polypeptidového fetézce iniciovana -OH za acrobnich podminek. Vznika
radikal o-uhliku v dusledku odtrzeni -H hydroxylovym radikalem, dale dochazi bud’ k tvorbé
kfizové vazby nebo kreakci s kyslikem, coz ma za nasledek vznik peroxylového radikalu.
Peroxylovy radikal bud’ odtrhne vodik jiné aminokyseliné ze stejného nebo jiného proteinu za
tvorby hydroperoxylového derivatu proteinu nebo na peroxylovy radikal pusobi hydroperoxylovy
radikal za pfitomnosti kovu a vznika hydroperoxylovy derivat proteinu. Nasleduje vznik
alkoxylového radikalu a hydroxylového derivatu proteinu pusobenim hydroperoxylového
radikalu za pfitomnosti kovového iontu. Na alkoxylovém radikalu maze dochazet ke St€peni
peptidové vazby a-amidaci ¢i diamidaci za tvorby proteinovych derivatu. Prevzato z: (Trkova et
al., 2015), vytvoreno v ChemSketch.
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ROS kromé polypeptidového fetézce také oxiduji postranni fetézce AK. Nejvice
citlivé pro tuto oxidaci jsou AK residua cystein a methionin, jelikoz obsahuji ve svém
postrannim fetézci atom siry. Oxidace cysteinu vede k tvorbé disulfidi v ramci jednoho
proteinu, a to tvorbou S-S vazby u dvou blizkych AK, nebo timto zptisobem muze dojit
ke spojeni dvou AK rtiznych proteina. Proteiny modifikované kiizovou vazbou se stavaji
odoln¢j§imi vuci proteolytické degradaci, a také mohou branit degradaci dalSich oxidacné
poskozenych proteina (Birben et al., 2012; Trnkova et al., 2015).

Karbonylace zprostfedkovana kovem se odehrava vazbou redukované formy iontu
kovu (Fe?*, Cu®) na cilovy protein. Kov poté reaguje s H>O2 a Fentonovou reakci vzniké
-‘OH, ktery atakuje AK (napf. lysin) nachazejici se v blizkosti navazaného kovu za tvorby
radikélu uhliku nachazejiciho se na N-konci fetézce. Nasledn€ dochazi ke tvorbé dvojné
vazby mezi timto radikalem a N-koncem fetézce za vzniku derivatu iminu. Hydrolyzou
tohoto derivatu iminu vznika pfislusny aldehyd (Stadtman & Levine, 2003; Trnkova et
al., 2015).

Jelikoz je karbonylace proteini nevratny d&, dochazi k hromadéni takto
modifikovanych proteint v bunice. Pfi nizsich hladinach karbonylovych derivati jsou
poskozené proteiny rozpoznany a degradovany v proteasomu. Ale jelikoz je proteasom
enzymovy komplex, je také nachylny ke karbonylaci, a tak pfi zvySujicim se oxida¢nim
stresu je karbonylovan a ptichéazi o svou funkci (Bachi et al., 2013; Hecker & Wagner,
2018).

Hromadéni karbonylovanych proteint vede ke ztraté proteinovych funkci, k poruseni
a rozpadu membran, k dysfunkci bunék az k bunécné smrti (Bachi et al., 2013;
Dabrowska & Wiczkowski, 2017; Hecker & Wagner, 2018). Jelikoz se karbonylace
ucastni produkty jinych oxida¢nich drah, jako je peroxidace lipidu, jsou karbonylované

proteiny dobrym ukazatelem oxidacniho stresu (Rodriguez-Garcia et al., 2020).

2.6 METODY STANOVENI KARBONYLACE PROTEINU

Miru oxidacniho stresu lze hodnotit stanovenim produkti oxida¢niho poskozeni, jinak
znamé pod oznaCenim biomarkery oxidacniho poskozeni, jako je MDA, 4-HNE,
karbonylované proteiny a 8-OHdG (Taric et al., 2020; Tawfik et al., 2020). Metody, které
se pouzivaji pro urCeni rozsahu oxidacniho stresu detekci biomarkert oxidacniho
poskozeni, jsou spektrofotometrické stanoveni, hmotnostni spektrometrie nebo

imunochemické metody, a to ELISA ¢i Western blot (Dalle-Donne et al., 2003;
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Augustyniak et al., 2015). Pro usnadnéni lze vyuzit komer¢ni kity, specifické pro detekci
a kvantifikaci daného produktu oxidacniho poskozeni, napfiklad pro imunochemickou
analyzu karbonylovanych proteintt Western blotem 1ze vyuzit tzv. OxyBlot kit (Seehuus
et al., 20006).

Jelikoz se vétsinou obsah karbonylovanych proteint vztahuje na obsah 1 mg proteinu
ve vzorku, je potieba nejdfive stanovit celkovou koncentraci proteinti ve stanovovaném
vzorku (Colombo et al., 2016). Zjistit celkovou koncentraci proteinti ve vzorku lze napf.
metodou s kyselinou bicinchoninovou (BCA) ¢i Bradfordovou metodou. Bradfordova
metoda je zalozena na interakci barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 s proteiny za
vzniku modrého zbarveni, které se stanovuje spektrofotometricky pii 595 nm s vyuzitim
BSA jako standardu pro sestaveni kalibracni kiivky (Kruger, 2009). U BCA metody
reaguje protein s Cu?* v alkalickém prostiedi, pficemz dochazi k redukci iontd médi na
Cu™ a jejich nasledné chelataci BCA za tvorby barevného komplexu. Vzniklé fialové
zbarveni komplexu se stanovuje spektrofotometricky pii 562 nm (Walker, 1994).

Pro detekci karbonylovanych proteinti se vyuziva derivatizace karbonylové skupiny
modifikovaného proteinu s 24-dinitrofenylhydrazinem (DNPH) za tvorby
2,4-dinitrofenylhydrazonu (DNP), jelikoz samotnou karbonylovou skupinu Ize velmi
tézko detekovat (Obr. 18). Obsah DNP, odpovidajici mnozstvi karbonylovanych
proteintl, lze nasledné stanovit spektrofotometricky, imunochemicky ¢i hmotnostni
spektrometrii po predchazejici separaci proteini prostfednictvim vysokoucinné

kapalinové chromatografie (HPLC) (Colombo et al., 2016).
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Obrazek 18: Reakci 2,4-dinitrofenylhydrazinu s karbonylovou skupinou proteinu vznika
2,4-dinitrofenylhydrazon, ktery lze detekovat spektrofotometricky nebo imunochemicky po
vazb¢ anti-DNP protilatky. Prevzato z: (Colombo et al., 2016). Vytvoieno v ChemSketch.

2.6.1 Spektrofotometrické stanoveni karbonylace proteint

Spektrofotometrické stanoveni karbonylovanych proteinti metodou zavedenou Levinem
et al. (1990) s vyuzitim 2,4-dinitrofenylhydrazinu, také oznaCovanou jako Levinova
metoda, je zaloZeno na reakci karbonylové skupiny proteinu ve vzorku proteinit s DNPH
v kyselém prostiedi, nejéastéji 0,2 % DNPH v 2 mol1"! HCI. Vznika DNP derivat, ktery
absorbuje svételné zareni v UV/VIS oblasti s absorpénim maximem mezi 365-375 nm
(Obr. 19). Po derivatizaci proteinu s DNPH se provadi kroky precipitace proteind,
promyvani a resuspendovani proteint, protoze je potieba odstranit nezreagovany DNPH,
ktery taktéz absorbuje svételné zareni okolo 370 nm a tim padem by interferoval se
stanovenim karbonylovanych proteint. Jako blank se pii spektrofotometrickém stanoveni
danou metodou vyuziva vzorek proteind s pfidanou 2 mol-1"! HCI bez obsahu DNPH.
Absorbanci prvniho vzorku méfime v rozmezi vinovych délek od 300 po 500 nm, ¢imz
ziskdme jeho absorpéni maximum (obvykle okolo 370 nm). Postupné zméfime
absorbanci vSech vzorkd pii vinové délce absorpcniho maxima DNPH navazaného na

protein a stanovime koncentraci karbonylovanych proteini dosazenim do vzorce
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(Rovnice 1) nebo vypocltem z kalibracni kiivky standardu (napf. oxidované BSA)

(Colombo et al., 2016; Alomari et al., 2018).
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Obrazek 19: Spektrofotometrické stanoveni karbonylovanych proteini s vyuzitim reakce
karbonylové skupiny oxidované¢ho proteinu s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH) v kyselém
prostredi za tvorby 2,4-dinitrofenylhydrazonu (DNP). Pro odstranéni nezreagovaného DNPH se
provadéji kroky precipitace proteinii, opakovan¢ho promyvani a nasledné resuspendace proteinti.
Poté se na spektrofotometru méfi absorbance vzorku pii 366 nm. Pievzato z: (Colombo et al.,
2016), vytvoreno pomoci: ChemSketch a Inkscape.
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Rovnice 1: Vzorec pro vypocet koncentrace karbonylovanych proteinli z namétené absorbance
po provedeni spektrofotometrické metody dle Levine et al. (1990). Prevzato z: (Colombo et al.,
2016).

Alternativou pro spektrofotometrické stanoveni karbonylovanych proteini vyse
zminénou metodou je jeji varianta v alkalickém prosttedi (Obr. 20). Po zreagovani DNPH
v kyselém prostiedi s karbonylovanymi proteiny ve vzorku je k DNP derivatim proteint
pfidan NaOH, ktery zpusobi posun absorpéniho maxima z 370 nm na 450 nm. To
znamena, ze nezreagovany DNPH nebude interferovat, jelikoz jeho absorpni maximum
je stale pfi 370 nm. Diky tomu neni potieba provadét precipitani a promyvaci kroky.
Avsak vzhledem k nestabilit¢ DNP v alkalickém prostfedi musi byt inkubacni doba
(tj. 10 minut) po pridani NaOH pfisné dodrzena (Mesquita et al., 2014; Colombo et al.,
2016).
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Obrazek 20: Spektrofotometrické stanoveni karbonylovanych proteinii v alkalickém prostiedi je
zalozeno na pfidani NaOH do vzorku s karbonylovanymi proteiny derivatizovanymi s DNPH, coz
zpusobi posun absorpéniho maxima z 370 nm na 450 nm. Prevzato z: (Colombo et al., 2016),
vytvoreno pomoci: ChemSketch a Inkscape.

Pred spektrofotometrickym stanovenim karbonylovanych proteini je potieba
z analyzované smési odstranit nukleové kyseliny, protoze nekteré nukleové baze, jako
napiiklad guanin, cytosin ¢i thymin, obsahuji karbonylovou skupinu a reagovaly by
s DNPH, coz by mélo za nésledek neptesné méteni. K odstranéni nukleovych kyselin ve

vzorku se vyuziva 1% streptomycin-sulfat, vzorek se centrifuguje a analyzuje se
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supernatant s obsahem karbonylovanych proteini (Dalle-Donne et al., 2003; Luo
& Wehr, 2009).

Spektrofotometrické stanoveni karbonylovanych proteini s vyuzitim DNPH je
finan¢né dostupna a pomérné rychla kvantitativni metoda stanoveni obsahu karbonylace
proteintl, resp. miry oxidacniho poskozeni, ale neposkytuje informace o karbonylaci
jednoho urcitého proteinu. Pokud chceme presnéjsi informace, lze provést separaci
proteinti metodou HPLC, poté derivatizaci s DNPH a analyzu na HPLC detektoru nebo
naslednou hmotnostni spektrometrickou analyzu (Dalle-Donne et al., 2003). Oproti
imunochemickym metodam mé spektrofotometrické stanoveni niz§i senzitivitu

(Colombo et al., 2016).

2.6.1.1 Stanoveni proteinu separovanych HPLC

Separace proteinti vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je zalozena na interakci
proteint se stacionarni fazi, které jsou unaseny mobilni fazi v chromatografické koloné.
Proteiny reaguji s povrchem stacionarni faze na zakladé specifickych kontaktnich oblasti
molekuly, coz ovliviiyje jejich retencni Cas (Aguilar, 2004). HPLC chromatograf muze
sbirat jednotlivé proteinové frakce na zaklad¢ jejich eluce z kolony. Tyto frakce 1ze dale
analyzovat, napfiklad spektrofotometricky ¢i hmotnostni spektrometrickou analyzou
(Zheng et al., 2006).

Stanoveni karbonylovanych proteinti s vyuzitim separace HPLC je zaloZeno na
derivatizaci karbonylovanych proteini s DNPH a nasledné frakcionaci v HPLC
chromatografické koloné¢. HPLC separace DNP derivati proteini je vyuzivana pred
provedenim spektrofotometrického stanoveni karbonylovanych proteind, jelikoz
zajist'uje vyssi citlivost a specifi¢nost pro tuto metodu. Je mozno vyuzit detekce v HPLC
spektrofotometrickém detektoru, naptiklad detektor diodového pole. Druhym zptsobem
vyhodnoceni obsahu karbonylovanych proteini ve vzorku po jejich separaci pomoci
HPLC je hmotnostni spektrometrickd analyza (Dalle-Donne et al., 2003; de M. Ochs et
al., 2010).
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2.6.2 Imunochemické metody pro stanoveni karbonylace proteinu

Karbonylované proteiny lze stanovit imunochemicky s vyuzitim derivatizace
karbonylovanych proteini s DNPH za tvorby DNP derivatl proteint, které se nasledné
stanovuji reakci s primarni anti-DNP protilatkou (Colombo et al., 2016).

Zpocatku nebylo mozné imunochemicky stanovit miru karbonylace proteini po
derivatizaci s DNPH, ale diky vyvoji protilatky proti dinitrofenylu 1ze nyni detekovat
karbonylované proteiny imunochemickymi metodami (Colombo et al., 2016).
Imunochemické stanoveni ma vyssi senzitivitu nez spektrofotometrické metody, coz
umoziiuje presné€jsi analyzu i pro vzorky s niz§im obsahem karbonylovanych proteint
(Matthijssens et al., 2007). Nejpouzivanéj§i imunochemické metody jsou ELISA
a Western blot. Metoda Western blot je zalozena na elektroforetické separaci proteina
SDS-PAGE, jejich preneseni na membranu a nasledné detekce po inkubaci se zna¢enymi
specifickymi protilatkami. Metoda ELISA je zalozena na interakci znaCenych protilatek
s antigenem a nasledném spektrofotometrickém stanoveni. Provadi se prevazné
v mikrodestiCkovém usporadani (Augustyniak et al., 2015).

Oproti spektrofotometrickému stanoveni 1ze imunochemickymi metodami stanovit
nejen koncentraci karbonylovanych proteint, ale i identifikovat urcité karbonylované
proteiny na zéakladé molekulové hmotnosti diky separaci béhem SDS-PAGE (Dalle-
Donne et al., 2003).

2.6.2.1 Stanoveni karbonylovanych proteini metodou Western blot
Western blot je metoda imunochemické detekce proteint skladajici se z nékolika dil¢ich
kroku: elektroforetické separace proteini za denaturacnich podminek provedenim
polyakrylamidové gelové elektroforézy v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE), pfeneseni proteini na membranu a jejich nasledné imunochemické detekci
za vyuziti specifickych protilatek proti cilovému proteinu (Colombo et al., 2016).
SDS-PAGE probiha v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery dava
proteinim ve vzorku zaporny naboj. Po zapojeni stejnosmérného proudu putuji zaporné
nabité proteiny gelem k anodé a separuji se na zdkladé molekulové hmotnosti (Gallagher,
2006). Nejpouzivangjsi gel pro SDS-PAGE je polyakrylamidovy gel, u kterého lze
upravovat velikost pori v gelu na zakladé poméru smichaného bis-akrylamidu

a akrylamidu, které je zodpovédné za zesitovani gelu. Standardné se vyuziva
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elektroforézy za diskontinualnich podminek, kterych je dosazeno pouzitim zaostfovaciho
a déliciho gelu lisicimi se obsahem akrylamidu a hodnotou pH (Mahmood & Yang, 2012).

Po dokonceni SDS-PAGE se separované proteiny prenesou na membranu, nej¢asteji
nitrocelulosovou nebo na bazi polyvinyliden-difluoridu (PVDF). K pfenosu se vyuziva
elektrického proudu, nejcastéji v usporadani tank blotting nebo semi-dry blotting
(Mahmood & Yang, 2012; Colombo et al., 2016). Po pfeblotovani je potieba pied detekci
membranu blokovat, aby nedoslo k nechténym vazbam protilatek na povrch membrany
mimo detekované proteiny. Pro blokovani membrany se pouziva inertni protein,
napftiklad nizkotu¢né mléko, BSA nebo Zelatina s pfidavkem detergentd jako je Tween 20
(Welinder & Ekblad, 2011; Mahmood & Yang, 2012).

Pro vizualizaci se membrana nejdfive inkubuje v pufru s primarni protilatkou, ktera je
cilena vazbou na stanovované proteiny. Poté se membrana nékolikrat promyje a inkubuje
v pufru se sekundarni protilatkou, ktera cili na pouzitou primarni protilatku a je znacena,
napiiklad enzymem kienova peroxidasa (HRP) ¢i alkalicka fosfatasa (AP). Po opétovném
promyti membrany se pfida substrat pro sekundarni protilatku, pro HRP je to roztok
luminolu, pro AP roztok NBT/BCIP (nitrotetrazoliovd modi/bromo-chloro-indolyl
fostat). Vysledny signal mize byt dale sniman pomoci detekéniho pristroje
specializovaného pro imunoblotting (Ni et al., 2017).

Detekci karbonylovanych proteind po jejich derivatizaci s DNPH imunochemickou
metodou Western blot Ize provést dvéma zpusoby liSicimi se v kroku derivatizace
proteinti s DNPH. V prvnim pfipad¢ se ke vzorkiim obsahujicim karbonylované proteiny
pridava roztok SDS a DNPH v trifluoroctové kyseliné. Spolecné se inkubuji pii pokojové
teploté 10-30 minut a poté se smés neutralizuje. Je dilezité nenechat reagovat smés delsi
dobu, protoze by mohlo dojit k nezadoucim interakcim DNPH i1 s neoxidovanymi ¢astmi
proteinti. Poté se smés proteina elektroforeticky separuje SDS-PAGE, nasleduje pienos
na PVDF nebo nitrocelulosovou membranu. Membrana se blokuje, poté se inkubuje
s primarni anti-DNP protilatkou, ktera cili na 2,4-dinitrofenylhydrazon, tedy produkt
derivatizace DNPH s karbonylovanym proteinem, a né¢kolikrat promyje. Promyta
membrana se inkubuje se sekundarni znacenou protilatkou cilici vazbou na pouzitou
primarni protilatku. Po pfidani substratu pro enzymove znacenou sekundarni protilatku

se analyzuje signal (Obr.21) (Wehr & Levine, 2013; Colombo et al., 2016).
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Reakce karbonylovanych proteind s
DMPH a SDS v kyselém protstfedi
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Obrazek 21: Metoda Western blot pro urceni rozsahu karbonylace proteinti spociva v derivatizaci
proteinii s DNPH a SDS, nasledné elektroforetické separaci DNP derivatu proteinu SDS-PAGE,
pfeneseni separovanych proteinii na membranu a imunodetekci s primarni anti-DNP protilatkou
a sekundami znaéenou protilatkou. Znaceni umoziuje detekci DNP derivati proteinu. Prevzato
z: (Wehr & Levine, 2013). Vytvofeno v ChemSketch.
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Druhy zptsob zahrnuje derivatizaci DNPH s karbonylovanymi proteiny az po jejich
separaci SDS-PAGE a pfenosu na membranu. V tomto pfipadé se pouziva PVDF
membrana, protoze nitrocelulosova muize byt poskozena pii interakci se silnou
kyselinou, kterd je pouzita pro reakci DNPH s proteiny ve vzorcich. Dale nasleduje
standardni postup vedouci k detekci cilovych proteinti (Dalle-Donne et al., 2003).

Western blot je citliva kvalitativni metoda, u které diky rozdéleni proteini podle
molekulové hmotnosti 1ze ur€it miru karbonylace jednotlivych proteini nebo sekce
proteint o podobné velikosti. Pro stanoveni je ve vzorku potieba okolo 20-50 ug proteint

(Dalle-Donne et al., 2003).

2.6.2.2 Stanoveni karbonylovanych proteinii metodou ELISA
Imunochemické stanoveni karbonylovanych proteini metodou ELISA s vyuzitim
2,4-dinitrofenylhydrazinu je zaloZzeno na detekci DNP derivati proteini provedenim
pfimé nebo nepiimé ELISA metody (Alamdari et al., 2005; Colombo et al., 2016).
Vzorky s obsahem karbonylovanych proteini se ponechaji reagovat s DNPH
v kyselém prostiedi. Vzniklé DNP derivaty proteinti se poté pipetuji do jamek ELISA
desticky pro jejich navazani (Obr. 22). Nebilkovinné slozky a nezreagované DNPH se
vymyji promyvacim pufrem. Po promyvacich krocich se desticka blokuje blokovacim
pufrem, aby nedochazelo k nespecifickym vazbam protilatek. Pti pfimé ELISA metodé
se jamky blokované desticky inkubuji s primarni anti-DNP protilatkou s navazanou
znackou, nejcastéji enzym AP ¢i HRP. Po uplynuti doby inkubace se desti¢ka nékolikrat
promyje, poté se prida substrat pro enzymovou znacku, ktery je pfemeénén na barevny
produkt odpovidajici koncentraci karbonylovanych proteinti, a zméfi se absorbance
vzorkt pii vinové délce absorpéniho maxima barevného produktu. Ke stanoveni
karbonylovanych proteina derivatizovanych s DNPH lze také pouzit nepfimou ELISA
metodu, kdy se po blokaci desticky pipetuje do jamek primarni anti-DNP protilatka. Po
inkubaci a promyvacich krocich se do jamek pipetuje sekundarni znaCenéd protilatka
cilena proti pouzité primarni protilatce a ponecha se inkubovat. Po promyti se do jamek
pfida substrat pro enzymovou znacku sekundarni protilatky, ktery je pfemeénén na
barevny produkt a zméfi se jeho absorbance (Dalle-Donne et al., 2003; Alamdari et al.,

2005; Augustyniak et al., 2015).
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Obrazek 22: Stanoveni karbonylace proteint derivatizaci s DNPH pfimou ELISA metodou je
zalozeno na reakci karbonylovanych proteini s DNPH v kyselém prostfedi za vzniku DNP
derivatu proteinu, které se navazi do jamek mikrodesticky. Mikrodesticka se poté blokuje, aby
nedochazelo k nespecifickym vazbam protilatek. Nasledné se do jamek pfida primami anti-DNP
znacena protilatka a po pridani substratu se ELISA readerem zméii absorbance. Pfevzato
z: (Alamdari et al., 2005), vyvoreno pomoci ChemSketch.
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Pro kvantitativni vyhodnoceni se vyuzije vypoctu na zakladeé kalibracni kiivky
standardu, presnéji razné oxidovaného BSA. Vzrustajici oxidace BSA je pfipravena
smichanim oxidovaného a neoxidovaného BSA v urcitém poméru ve fosfatovém pufru
(PBS). BSA se necha reagovat s DNPH a inkubuje v mikrodesticce, kazda nasledujici
jamka ma vyssi koncentraci oxidovaného BSA. Vysledna absorbance oxidovaného BSA
po derivatizaci s DNPH se vyuzije pro vytvoreni kalibracni kfivky, ktera slouzi
k vypocCteni koncentrace karbonylovanych proteinii ve vzorcich (Dalle-Donne et al.,
2003; Alamdari et al., 2005).

Metoda ELISA mé vysokou senzitivitu, protoze pro stanoveni staci 1 malé mnozstvi

karbonylovanych proteini ve vzorku v fadu pg (Dalle-Donne et al., 2003).

2.6.3 Hmotnostni spektrometrické stanoveni karbonylace proteini

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, ktera je zalozena na stanoveni
podilu hmotnosti ku naboji Castice (m/z) s velmi vysokou senzitivitou (Mann et al., 2001).
Analyza probiha v plynné fazi v hmotnostnim spektrometru, ktery se sklada ze zdroje
ionizace, hmotnostniho analyzatoru a detektoru (Glish & Vachet, 2003). K pfechodu
molekul ze vzorku do plynné faze se vyuziva ionizacnich technik jako je ionizace
elektrosprejem (ESI) nebo laserova desorpcni ionizace s pomoci matrice (MALDI).
Hmotnostnich analyzatori je nékolik druhti a slouzi pro urychleni ¢i separaci
ionizovanych castic v elektrickém nebo magnetickém poli, naptiklad kvadrupdlovy
analyzator (Q), linearni TOF (time-of-flight) analyzator ¢i iontova past. Detektor
zaznamenava dopad nabitych Castic a m/z. Pti znalosti naboje 1ze z m/z urcit molekulovou
hmotnost ¢astice (Mann et al., 2001; Glish & Vachet, 2003). Pro strukturni analyzu
biomolekul se vyuziva tzv. tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), ktera vyuziva
spektrometrid kombinovanych z vice analyzatort a zdroje ionizace, napiiklad MALDI
TOF/TOF, MALDI-q-TOF a ESI-Q-g-TOF (Mann et al., 2001). Kromé¢ MS/MS se
ke spektrometrické analyze biomolekul také vyuziva separace analyzované smési,
napiiklad pomoci kapalinové chromatografie, kterd je nasledovana hmotnostni
spektrometrii (LC-MS) (Mann et al., 2001; Glish & Vachet, 2003).

MS stanoveni karbonylovanych proteint je zalozeno na derivatizaci karbonylovanych
proteinti s DNPH za vzniku DNP derivatd proteind, které je nasledovano LC-MS/MS.
Naptiklad HPLC-ESI-MS/MS, kdy se z hmotnostniho spektra na zaklad¢ intenzity pika
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analyzovanych proteinti odectou jejich hmotnostni zmény po navazani DNPH (Zwiener
et al., 2002).

MS analyza je vhodnou metodou pro detekci posttranslaéné modifikovanych
proteint, protoze MS analyza umoziuje zméfit rozdil v molekulové hmotnosti

modifikovaného a pivodniho proteinu (Mann et al., 2001).

46



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Coomassie Brilliant Blue G250 (Bio-Rad, USA)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4, Lach-Ner, Ceska republika)
Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Ethylacetat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethylendiamintetraacetat tetrasodny dihydrat (EDTA, EMD Millipore, USA)
Guanidium hydrochlorid (GuHCI, AppliChem, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (K2HPO4, Lach-Ner, Ceské republika)
Hydroxid sodny (NaOH, Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid zeleznaty tetrahydrat (FeClz, Aeros organics, Belgium)

Inhibitor proteas P9599 (Protease inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)

Peroxid vodiku 30% roztok (H>0», Lach-Ner, Ceska republika)
Trifluoroctova kyselina (TFA, Sigma-Aldrich, Némecko)

Trichloroctova kyselina (TCA, Lach-Ner, Ceska republika)

Triton X-100 (Serva, Némecko)

2, 4-dinitrofenylhydrazin (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Biologicky material

Pro optimalizaci protokolu pro stanoveni koncentrace karbonylovanych proteint

Levinovou metodou byly pouzity délnice A. mellifera, které byly vylihnuty v ramku

uchovavaném pii 34 °C a sbirany do laboratornich klicek po 100 v¢eléach, ve kterych byly

nasledné znovu umistény do inkubatoru s teplotou 34 °C. Po tydnu byly vcely z klicek

odebrany a zamrazeny v tekutém dusiku a nasledné skladovany pii -80 °C.

Pro stanoveni karbonylovanych proteinti u vcel, které byly vystaveny stresovym

podminkam, byly pouzity délnice oSetfené paraquatem. Vcely, které byly rovnéz

vylihnuty za laboratornich podminek, jak je uvedeno vyse, byly po tydnu od jejich
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vylihnuti rozdéleny do tfi skupin, z nichz byla jedna skupina imunizovana roztokem

paraquatu (1 ul oc=1mgml"') v PBS (pro piipravu 11 pufru o pH = 7.4 bylo rozpusténo
8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na,HPO4 a 0,24 g KHoPO4 v destilované vode), druha

skupina byla imunizovana stejnym objemem PBS, tfeti skupina slouzila jako kontrolni —

bez vpichu jakékoliv latky. VSechny skupiny vcel byly pfed imunizaci na 90 sekund

uspany CO> s naslednou sterilizaci zadeCku 96% EtOH. Teprve poté nasledovalo

injektovani pfislusné latky (paraquat/PBS) — s vyjimkou kontrolni skupiny vcel. Po

imunizaci byly vcely vraceny do klicek a v ¢asovych intervalech 0, 4 a 8 hodin byl

zamrazen alikvot danych vcel v tekutém dusiku a uskladnén pii -80 °C pro nasledujici

praci. Veskery biologicky material byl poskytnut vedouci bakalarské prace.

3.1.3 Instrumentace a pomucky

Analyticka vaha Denver Instrument SI-114 (Sartorius, Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

Kapalny dusik TP35 (Air Liquide, Francie)

Laboratorni pH-metr pH 50+ DHS (Dostmann, Némecko)
Laboratorni vaha PS 210.R2 (Radwag, Polsko)

Magneticka michacka Intelli-Stirrer MSH-300i (Biosan, Litva)
Spektrofotometr Power Wave XS (Biotek, USA)
Thermo-shaker TS-100C (Biosan, Litva)

Ultrazvuk K-5LM (Kraintek, Slovensko)

Vortex V-1 Plus (Biosan, Litva)

Vyrobnik ledu AF 80 (Scotsman, USA)

3.1 Metody

3.1.1 Stanoveni koncentrace celkovych proteinu

Bradforda

3.1.1.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok Bradfordova cinidla (roztok Coomassie Blue):
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V 25 ml methanolu a 50 ml 85% roztoku kyseliny fosforecné bylo rozpusténo 50 mg
Coomassie Brilliant Blue G-250. Tento roztok byl doplnén destilovanou vodou (ddH20)
do vysledného objemu 100 ml. Takto pfipraveny zasobni roztok byl uchovan v lednici pfi
4 °C.

Pracovni roztok Bradfordova cinidla:

Pozadovany objem pracovniho roztoku Bradfordova cinidla byl pfipraven ziedénim
zasobniho roztoku Bradfordova ¢inidla ddH>O v poméru 1:4. Pracovni roztok byl vzdy
pfipraven Cerstvy pied méfenim.

Standardy BSA:

Byl piipraven zasobni roztok BSA o koncentraci 10 mg'ml"! rozpusténim 10 mg BSA
v 1 ml ddH20. Standardy BSA o vzrastajici koncentraci byly pfipraveny nafedénim ze

zasobniho roztoku BSA podle Tab. 2.

Tabulka 2: Objemy zasobniho roztoku BSA o koncentraci 10 mg-ml! a destilované vody pro
pfipravu standardii BSA

Cesa [mg-ml™'] V™ [ul] Vaarzo [l]
0,05 5 995
0,10 10 990
0,20 20 980
0,40 40 960
0,60 60 940
0,80 80 920
1,00 100 900

*zasobni roztok BSA

3.1.1.2 Stanoveni kalibracni krivky

Pro stanoveni kalibracni kfivky BSA bylo vyuzito mikrodestickové usporadani. Do
jednotlivych jamek desticky byly pipetovany vzorky standardu BSA a blank, vzdy
v triplikatu. Do kazdé jamky bylo oddélené¢ napipetovano 5 pl standardu BSA
o vzriistajici koncentraci 0,05 mg'ml! az 1,00 mg'ml™!, 45 pl ddH>O a 200 ul pracovniho
roztoku Bradfordova cinidla. Jako blank slouzilo 50 pul ddH2O a 200 pl pracovniho
roztoku Bradfordova ¢inidla. Obsah jamek byl ponechan 5 minut inkubovat a poté byla
prométfena absorbance pii 595 nm na mikrodestickovém readeru Power Wave XS

(Biotek). V programu Excel byla sestavena kalibracni kiivka BSA.
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3.1.2 Oxidace hovéziho sérového albuminu

3.1.2.1 Priprava roztoku
100 mmol-I' roztoky KH>PO4 a KxHPOy:

Roztok KxHPO4 o koncentraci 100 mmol-1"! byl pfipraven rozpusténim 8,709 g KoHPO4
v 50 ml ddH>0. Roztok KH>PO4 0 koncentraci 100 mmol-1"! byl pfipraven rozpusténim
6,804 ¢ KH2PO4 v 50 ml ddH>O. Ptipravené roztoky Ko:HPO4 a KH2PO4 byly uschovany
v lednici pii 4 °C.

10 mmol-I'! fosfatovy pufr, pH 7.4

Pro piipravu 10 mmol-1"! fosfatového pufru bylo smichano 0,802 ml 100 mmol‘l"! roztoku
K>HPOy4, 0,198 m1 100 mmol-1"! roztoku KH,PO4 a 6 ml ddH,0. Nasledné bylo upraveno
pH pomoci HCI a roztok byl doplnén do 10 ml ddH2O a nasledné naredén do vysledného
objemu 100 m1 ddH>O o odpovidajici koncentraci 10 mmol-1"!. Pufr byl nasledn& uchovan
pro dalsi pouziti v lednici pii 4 °C.

0,075 mmol-l'" roztok BSA:

Pro pfipravu 0,075 roztoku mmol-1"' BSA bylo navazeno 24,975 mg BSA. Navazka byla
rozpusténa v 5 ml 10 mmol-I"! fosfatového pufru.

0,375 mmol-I"" a 1,875 mmol-I"' roztok chloridu Zeleznatého:

Zasobni roztok FeCl, o koncentraci 10 mmol-1"! byl pfipraven rozpusténim 19,88 mg
FeCl> v 10 ml 10 mmol‘l"! fosfatového pufru. Roztok byl nasledné uschovan v lednici pii
4 °C pro dal§i pouziti. Roztok FeCl» o koncentraci 0,375 mmol-I'! byl pfipraven smisenim
37,5 ul zasobniho roztoku FeCl s 962,5 ul 10 mmol-1"! fosfatového pufru. Roztok FeCl,
o koncentraci 1,875 mmol-1"! byl ptipraven smisenim 187,5 pl zasobniho roztoku FeCl,
s 812,5 ul 10 mmol-1"! fosfatového pufru.

0,375 mmol-I'" a 1,875 mmol-I' roztok EDTA:

Zasobni roztok EDTA o koncentraci 10 mmol-1"! byl pfipraven rozpusténim 37,22 mg
EDTA v 10 ml 10 mmol-1"! fosfatového pufru. Roztok byl nasledné uchovan pro dalsi
pouziti v lednici pii 4 °C. Roztok EDTA o koncentraci 0,375 mmol-1"! byl pfipraven
smisenim 37,5 pl zasobniho roztoku EDTA s 962,5 ul 10 mmol1"' fosfatového pufru.
Roztok EDTA o koncentraci 1,875 mmol-1"' byl pfipraven smisenim 187,5 ul zdsobniho
roztoku EDTA s 812,5 pl 10 mmol-1"! fosfatového pufru.

1,5 mmol-l'" a 7.5 mmol-l'' roztok peroxidu vodiku:

Zasobni roztok H202 o koncentraci 100 mmol-1"! byl pfipraven smisenim 11,6 ul 30%

roztoku H20> o koncentraci 8625,5 mmol-1"! s 988,4 ul 10 mmol-1"' fosfatového pufru.

50



Roztok H>0> o koncentraci 1,5 mmol-1"! byl pfipraven smisenim 15 pl zasobniho roztoku
H>0> s 985 pl 10 mmol-1"! fosfatového pufru. Roztok H20, o koncentraci 1,5 mmol-1™!
byl pfipraven smisenim 75 ul zdsobniho roztoku H20> s 925 pl 10 mmol-1"! fosfatového
pufru.

2% roztok trifluoroctové kyseliny:

Dvouprocentni roztok TFA byl pfipraven smisenim 0,2 ml 100% TFA a 9,8 ml ddH2O.

Roztok byl nasledné uschovan v lednici pii 4 °C pro dalsi pouziti.

3.1.2.2 Oxidace BSA

Oxidace BSA byla provedena za dvojich oxidacnich podminek, které byly oznaceny jako
Ox2 a Ox10. Mirnéj$i podminky oxidace (Ox2) odpovidaly obsahu slozek reakéni smési
o vysledné koncentraci 0,05 mmol-1! BSA, 0,05 mmol-1"! FeClz, 0,05 mmol:1"' EDTA
20,1 mmoll" H,0». Silngjsi podminky oxidace (Ox10) odpovidaly obsahu slozek
reakéni smési o vysledné koncentraci 0,05 mmol- 1’ BSA, 0,25 mmol1! FeCl,
0,25 mmol1" EDTA a 0,5 mmol-I"' H20s.

Do 2ml mikrozkumavek bylo napipetovano pro podminky Ox2 1000 pl 0,075 mmol-1'!
BSA, 200 ul 0,375 mmol-I'! FeCl,, 200 ul 0,375 mmol- 1" EDTA a 100 ul 1,5 mmol-l"!
H>02. Pro podminky Ox10 bylo do 2ml mikrozkumavek napipetovano 1000 pl
0,075 mmol-1" BSA, 200 ul 1,875 mmolI"! FeCl», 200 pl 1,875 mmol-1"! EDTA a 100 pl
7,5 mmolI" H,0». Déle byly vytvofeny dvé kontrolni mikrozkumavky s obsahem
1000 ul 0,075 mmol-1"! BSA a 750 ul 10 mmolI"! fosfatového pufru, v nichz oxidace
BSA neprobihala a slouzily jako kontrola.

Mikrozkumavky byly ponechany 6 h v tfepacce pii 37 °C a 300 rpm. Po 6h inkubaci
byl oxidacni proces ukoncen okyselenim, tedy pfidanim 250 pl 2% trifluoroctové
kyseliny do mikrozkumavek s reakéni smési. VSechny mikrozkumavky byly néasledné
zmrazeny v kapalném dusiku a uchovany v mrazaku pii -30 °C.

Pro finalni sestaveni kalibracni kiivky karbonylovaného BSA byla zvolena oxidace

BSA za podminek Ox10 s inkubaci 6 h pti 37 °C a bez kontinualniho tfepani.
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3.1.3 Levinova metoda pro stanoveni karbonylovaného BSA a sestaveni

kalibra¢ni kfivky karbonylovaného BSA

3.1.3.1 Priprava roztoki
10 mmol "' fosfatovy pufr, pH 7,4
50 mmol-lI"! fosfatovy pufr, pH 7.4-

Pro ptipravu 50 mmol-1"! fosfatového pufru bylo smichano 8,02 ml 100 mmol-1"! roztoku
K>HPO4, 1,98 ml 100 mmol‘l"! roztoku KH,PO4 a 80 ml ddH,0. Nasledné bylo upraveno
pH pomoci HCI a roztok byl doplnén do 100 ml ddH2O a nasledné natedén do vysledného
objemu 200 ml ddH,O o odpovidajici koncentraci 50 mmol:I"'. Pufr byl néasledné
uschovan pro dalsi pouziti v lednici pii 4 °C.

2 mol-l"! roztok kyseliny chlorovodikové:

Roztok HCI o koncentraci 2 mol-1"! byl piipraven smisenim 17,7 ml 36% HCl s 82,3 ml
ddH>0. Roztok byl nasledné uchovan pro dalsi pouziti v lednici pti 4 °C.
10 mmol-I'! roztok DNPH:

Roztok DNPH o koncentraci 10 mmol-1"! byl pfipraven rozpusténim vypoctené navazky
DNPH (Mr = 198,14), vztahujici se na objem potiebného roztoku, v 2 mol-l'!' roztoku
HCI. Pro pfipravu 1 ml roztoku bylo navazeno 1,98 mg DNPH a navéazka byla rozpusténa
v 1 ml 2moll! roztoku HCl. Rozpusténi probéhlo za pouziti ultrazvukové lazné
a tfepacky nastavené na 37 °C a 250 rpm. Roztok DNPH byl pfipraven Cerstvé vzdy pied
provedenim Levinovy metody a byl chranén pred svétlem.

20% roztok trichloroctové kyseliny:

Dvacetiprocentni roztok TCA byl ptipraven smisenim 20 ml 100% roztoku TCA s 980 ml
ddH20. Roztok byl nasledné uschovan v lednici pii 4 °C pro dalsi pouziti.
Roztok ethanol/ethylacetdt:

Roztok ethanol/ethylacetat v poméru 1:1 byl pfipraven smisenim 50 ml 96% roztoku
ethanolu s 50 ml roztoku ethylacetatu. Roztok byl nasledné€ uchovan pro dalsi pouziti
v lednici pii 4 °C.

6 mol-l'' roztok guanidium hydrochloridu:

Pro pfipravu 6 moll"! roztoku guanidium hydrochloridu (GuHCI) bylo rozpusténo
28,66 g GuHCI v 25 ml ddH20. Rozpousténi probihalo na magnetické michacce za
teploty 40 °C, nasledné byl roztok doplnén na vysledny objem 50 ml ddH>O. Roztok byl

nasledné uschovan v lednici pti 4 °C.
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3.1.3.2 Stanoveni karbonylovaného BSA Levinovou metodou

Ve vzorcich oxidovaného BSA byla nejprve Bradfordovou metodou stanovena
koncentrace celkovych proteind. V ramci optimalizace byla Levinova metoda provedena
ve dvou variantach. Prvni varianta (V1) vzorkl obsahovala 40 ug proteinu, druha varianta
(V2) vzorkt obsahovala 500 ug proteinu. Varianty byly pfipraveny v duplikatu pro Ox2,
Ox10 a neoxidované BSA.

Ke vzorkim byl ptidan 10 mmol-1" roztok DNPH v 2 mol-1"! HCI a v piipadé blanku
byl roztok DNPH v 2 mol-1! HCI nahrazen 2 mol'l"' HCl. Vzorky a blanky byly
ponechany inkubovat po dobu 1 h v tfepacce pii 25 °C a 400 rpm za podminek tmy. Po
ukonceni inkubace bylo do v§ech mikrozkumavek ptidano 160 pl 20% roztoku TCA pro
precipitaci proteint, mikrozkumavky byly dany na 10 min na led, opét za podminek tmy.
Poté byla provedena pétiminutova centrifugace v centrifuze vychlazené na 4 °C a pfi
11 000X g. Po zcentrifugovani byl opatrné odpipetovan supernatant a pelet byl promyt
pfidanim 160 pl smési ethanol/ethylacetat. Mikrozkumavky byly dikladné promichany
na vortexu a ponechany 10 min tfepat pii 25 °C a 250 rpm za podminek tmy. Nasledné
byla provedena pétiminutova centrifugace pti 25 °C a 11 000X g. Poté byl opét opatrné
odpipetovan supernatant a postup pomyvani byl zopakovan jesté dvakrat. Nakonec byl
pelet rozpustén pridanim 500 pl roztoku guanidium hydrochloridu a desetiminutovym
ttepanim pii 37 °C a 300 rpm.

Poté bylo pipetovano po 200 ul danych vzorka v duplikatech do jamek mikrodesticky
a proméfeno absorpcni spektrum v rozmezi 310-500 nm. Po kontrole absorpcniho

maxima byla pfi jeho vinové délce, odpovidajici 360 nm, zmérena absorbance vzorka.

3.1.3.3 Sestaveni kalibra¢ni kiivky karbonyl-BSA

Pro sestaveni kalibracni kiivky bylo pouzito karbonylované BSA za podminek oxidace
Ox10. Po stanoveni koncentrace proteinti Bradfordovou metodou bylo karbonylované
BSA z jednotlivych mikrozkumavek nafedéno 50 mmol‘1"! fosfatovym pufrem na zasobni
roztok o koncentraci proteinu 1,500 mg-ml!. Standardy karbonylovaného BSA
o koncentracich 0,100; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 1,250 a 1,500 mg-ml"! byly pfipraveny
podle Tab. 3 nafedénim zasobniho roztoku 50 mmolI! fosfatovym pufrem na vysledny

objem 640 ul. Kazdy standard o dané koncentraci byl pfipraven v triplikatu.
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Tabulka 3: Objemy zasobniho roztoku karbonylovaného BSA o koncentraci 1,500 mg-ml™!
a 50 mmol-1"! fosfatového pufru pro piipravu standarda karbonylovaného BSA.

Ckarbonyl-BsA [mg-ml™] V2R 1500 permi-1” [pl] V50 mmol-1-1 pBs| [l]

0,100 42,6 597,4
0,250 106,6 533,4
0,500 213,3 426,7
0,750 320,0 320,0
1,000 426,6 213,4
1,250 5334 106,6
1,500 640,0 -

“zasobni roztok karbonylovaného BSA o koncentraci 1,500 mg-ml!
Tfosfatovy pufr o koncentraci 50 mmol-I'!

Ke kazdému vzorku bylo ptidano 160 ul 10 mmol-I"! roztok DNPH v 2 mollI"! HCI
a ke kazdému blanku totozny objem 2 molI"! HCI. Nasledujici postup byl totozny s vyse
uvedenym postupem (kap. 3.1.3.2).

Pro standardy karbonylovaného BSA (karbonyl-BSA) byla zmétena absorbance pfi

360 nm a sestavena kalibra¢ni kiivka.

3.1.4 Priprava extrakta vcel

3.1.4.1 Priprava roztoki

Extrakcni pufr:

Pufr pro extrakci proteinii ze véelich vzorkdi obsahuje 50 mmoll"! fosfatovy pufr,
1% roztok dithiotreitolu a inhibitoru proteas (Protease inhibitor cocktail; 1 ml/100 ml

pufru). Extrakéni pufr byl pfipraven pred extrakci vzdy Cerstvy.

3.1.4.2 Priprava vcel

Zamrazené vcely se nechaly povolit a manikarnimi ntizkami byla véelam oddé€lena hlava.
Pinzetou byl uchopenim posledniho ¢lanku zadeCku vypreparovan travici trakt (vykalovy
vacek, tenké stfevo a zaludek) véetné medného volatka. Vcely (celé nebo jednotlivé télni
¢asti) byly umistény do pfedem zvazené 2ml mikrozkumavky, byly zvazeny a zmrazeny

v kapalném dusiku.
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3.1.4.3 Priprava vcelich extraktu

Extrakce proteina ze vcelich vzorkl byla provedena v poméru 1:4 (w/v). Preparované
vcely byly z mikrozkumavky pfesunuty do tfeci misky. Do tfeci misky bylo nalito mensi
mnozstvi kapalného dusiku a pomoci tloucku byl biologicky material zhomogenizovan.
Poté bylo pfidano odpovidajici mnozstvi extrakéniho pufru, biologicky material byl
dikladné v extrakénim pufru rozmélnén a nasledné prenesen do mikrozkumavky.

Takto pripravené vceli extrakty byly ponechany na ledu po dobu 20 min za ob¢asného
promichani na vortexu. Poté byly mikrozkumavky 20 min centrifugovany pii 4 °C
a 16 000x g. Po centrifugaci byl pfepipetovan supernatant do Cistych mikrozkumavek
a pro dalsi praci chlazeny na ledu.

Pro provedeni Levinovy metody byly v&eli vzorky nafedény na 1 mg'ml!

v 50 mmol‘I"! fosfatovém pufru na vysledny objem 640 pl.

3.1.5 Levinova metoda pro stanoveni karbonylovanych proteinu ve

véelich vzorcich

3.1.5.1 Stanoveni karbonylovanych proteinu Levinovou metodou

Pro kazdy vzorek byl pfipraven duplikat slouzici jako jeho blank. Ke vzorku i blanku bylo
ptidano 160 pl odpovidajiciho Cinidla a nasledujici postup byl téméf totozny s postupem
stanoveni karbonylovaného BSA (viz kap. 3.1.3.2). Rozdil oproti uvedenému postupu
spocival v odlisné délce trvani rozpusténi peletu, které trvalo 30 min za tfepani pti 37 °C

a 350 rpm.
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4 DISKUZE A VYSLEDKY

4.1 Stanoveni koncentrace celkovych proteini metodou dle Bradforda

Pro stanoveni koncentrace celkovych proteini Bradfordovou metodou ve vzorcich byla
nejprve sestavena kalibracni kfivka, pfiCemz jako standard byl pouzit hovézi sérovy
albumin (BSA) v koncentraénim rozpéti 0,05 — 1 mg-ml! (Obr. 23). Nasledné byla pro
vypocet celkovych proteini ve vzorcich po provedeni Bradfordovy metody vyuzita
rovnice kalibraéni kiivky BSA y = 0,5736x + 0,0731 s hodnotou spolehlivosti
R? =0,9945.

y=0,5736x+0,0731

R? =0,9945
0,7
06 .

0,5

A595 nm
4

0,4
0,3
0,2

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Koncentrace BSA [mg-ml1]

Obrazek 23: Kalibraéni kiivka BSA pro stanoveni koncentrace celkovych proteinti Bradfordovou
metodou. Jako standard byl pouzit BSA v koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0.4; 0,6; 0.8; 1,0 mg-ml™".

4.2 Oxidace hovéziho sérového albuminu

Pro kontrolu zavadéné a optimalizované Levinovy metody pro stanoveni
karbonylovanych proteina dle Colombo et al. (2016), bylo nejprve provedeno stanoveni
se standardem karbonylovanych proteint. Timto standardem je nejcastéji oxidované BSA
(Mesquita et al., 2014). Oxidované BSA, neboli karbonylované BSA ¢i karbonyl-BSA,
je komercné obtizné dostupné a cenové pomérné nakladné. Z tohoto duvodu bylo
karbonylované BSA pfipraveno v laboratofi. Vychéazelo se z postupu ve védeckém ¢lanku
Guedes et al. (2009). Oxidace BSA byla provedena za dvojich podminek, a to mirn&jsi
(Ox2) a silngjsi oxidace (Ox10). Jelikoz pro oxidaci BSA za danych podminek neni

ovéefeni, zda veSkeré BSA v reakéni smési bylo zoxidovano, stanovena koncentrace
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karbonylovaného BSA vychazi pouze z predpokladu jeho kompletni oxidace. Pro oxidaci
byla zvolena 6 h inkubace (Obr. 24 a), jelikoz Guedes et al. (2009) uvadi, ze béhem
oxidacniho procesu za delSich ¢asovych intervali inkubace dochazi ke ztratam BSA
(Obr. 24 b). Vramci této bakalarské prace se béhem oxidace snizil obsah BSA ze
4,955 mg'ml! na 1-2 mg'ml"! vjednotlivych pfipravenych alikvotech. Tento pokles
obsahu BSA byl pozorovan i1 v pfipadé kontrolniho vzorku, tj. BSA nevystavené

oxidaénim &inidlum.

a)

457 pvol/mg BSA {
3,0 -
15 ! | \
T
0.0 el ey - T ﬁ T i—._] T T 1
0,5h 1h 2h 3h 6h 12h

[ BOx2 0OOx10

[mox2 Boc10 |

Obrazek 24: a) Obsah karbonylovaného BSA za dvou podminek oxidace, a to mimgjsi (Ox2)
a siln¢jsi oxidace (Ox10) v zavislosti na dobé inkubace. b) Ztraty BSA pfi prodluzujici se dobé
inkubace s oxida¢nimi Cinidly. Pfevzato z: (Guedes et al., 2009).

Pro sestaveni kalibracni kiivky karbonylovaného BSA byla nakonec provedena dalsi
oxidace BSA. Tato oxidace byla realizovana bez tfepani, jelikoz tfepani mohlo zapficinit
zvySovani ztraty BSA. Z plivodniho obsahu 4,995 mg-ml' BSA bylo po provedeni
oxidace v jednotlivych alikvotech okolo 2-3 mg-ml"! oxidovaného BSA.
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4.3 Provedeni Levinovy metody s karbonylovanym BSA

Pti spektrofotometrickém stanoveni karbonylovanych proteinti Levinovou metodou se
vychdzi zmeéfeni absorbance pfi  vlnové délce absorpéniho  maxima
2,4-dinitrofenylhydrazinu, proto bylo nejdiive proméfeno absorpéni spektrum DNPH
a zjisténo jeho absorpéni maximum. Roztok DNPH v 2 mol "' HCI ma absorpéni

maximum pii 360 nm (Obr. 25).

0,550+

"« A_, DNPH

0,500 »
0,450-
0,400- a
0,350-
0,300-

0,250 e

0,200 T T T T 1
300 320 340 360 380 400 420

Vinové délka (nm)

Obrazek 25: Absorpéni spektrum 10 mmoll" roztoku DNPH v 2 mol- 1! HCI. Absorpéni
maximum odpovida 360 nm.

Z neoxidovaného BSA, BSA Ox2 a BSA Ox10 byly pfipraveny dvé série vzorkda.
Kazda série obsahovala riznou koncentraci BSA a rizné poméry DNPH vuci obsahu
BSA, které byly pouzity se zamérem optimalizace podminek a zjisténi citlivosti Levinovy
metody. Jedna série vzorku (V1) odpovidala obsahu 40 pug BSA a byla ponechana
reagovat s 160 ul 10 mmolI! roztoku DNPH (1:4, v/v). Druha série vzorkd (V2)
odpovidala obsahu 500 ug BSA a byla ponechana reagovat s 80 ul 10 mmol-1"! roztoku
DNPH (6,25:1, v/v). Ke kazdému vzorku byl piipraven blank (roztok DNPH nahrazen
2 mol-1"' HCI) se stejnym obsahem BSA.

Po provedeni kroki inkubace vzorkti s DNPH, precipitace proteint, promyvani peletu
a rozpusténi peletu byla zméfena absorpcni spektra a poté absorbance vzorkt a blankt pfi

absorpcnim maximu, které odpovidalo 360 nm. Absorpcni spektra byla proméfena za

58



ucelem zjisténi, zda u vzorkt karbonylovanych proteintt dochazi oproti blanku ke zméné
jejich absorp¢niho spektra, kdy byl ocekavan narast absorbance pii 360 nm (Obr. 26). Ve
vzorcich neoxidovaného BSA neni oCekavana pfitomnost karbonylovanych proteind,
nemélo by tedy dojit k nartistu absorbance po provedeni Levinovy metody. Ve vzorku
s obsahem 40 pg neoxidovaného BSA nebyl zaznamenan vyrazny rozdil mezi blankem
a vzorkem (Obr. 26 a). V porovnani se vzorkem obsahujicim 500 pg neoxidovaného BSA
je vidét mirny rozdil, jelikoz u tohoto vzorku je oproti blanku mirné zvySena absorbance
(Obr. 26 d). Toto pozorovani by mohlo byt v disledku reakce DNPH s karboxylovou

skupinou aminokyselin kyseliny asparagové a glutamové, které jsou soucasti BSA.
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Obrazek 26: Absorpcni spektra vzorku karbonylovaného BSA a odpovidajiciho blanku po
provedeni Levinovy metody s vyzna¢enim absorpéniho maxima DNP-karbonyl-BS A pii 360 nm.
Grafy a), b), ¢) odpovidaji vzorkim s obsahem 40 ug BSA (neox. BSA a ox. BSA - Ox2 a Ox10)
a grafy d), e), f) odpovidaji vzorkim s obsahem 500 pg BSA (neox. BSA a ox. BSA - Ox2
a 0x10).

U vzorku s karbonylovanym BSA je patrné zvySeni absorbance oproti neoxidovanému
BSA jak u série V1 (Obr. 26 b), c), tak u série V2 (Obr. 26 e), f). U vzorkt s niz§im
obsahem karbonylovaného BSA, tedy 40 pg, neni zména absorbance tak vyrazna jako

u vzorkll s obsahem 500 ug karbonylovaného BSA, ale stale dochazi ke zvySeni
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absorbance oproti blanku. U vzorku se silnéjsi podminkou oxidace je absorbance vyssi
oproti vzorkim s miméj§i podminkou oxidace, coz odpovida vétSimu mnozstvi
zreagovaného DNPH a potvrzuje funk¢nost Levinovy metody u oxidovaného BSA.

Z rozdili absorbanci vzorkd a blankd byla dosazenim do vzorce (Rovnice 2)
vypoctena koncentrace karbonylovaného BSA, ze které bylo vypocteno latkové mnozstvi

karbonylu (Rovnice 3) a vztazeno na mg BSA (viz Tab. 4).

2 A,,,:. e A 1
[PCO][mol -171] = 2 2L
E3g0 X 1 cm

Rovnice 2: Vzorec pro vypocet koncentrace karbonylované¢ho proteinu. Ay, odpovida absorbanci
vzorku, Ay odpovida absorbanci blanku a g360 je molarni absorpéni koeficient pii 360 nm a ma
hodnotu 22 000 M'ecm™!. Pfevzato z: (Mazurkova, 2016).

n[mol] =cXV

Rovnice 3:Vzorec pro vypocet latkového mnozstvi karbonylového kontentu, kdy ¢ odpovida
koncentraci karbonylovaného proteinu [mol‘l-1] a V odpovida vstupnimu objemu vzorku [I].
Prevzato z: (Mazurkova, 2016).

Tabulka 4. Zmérené absorbance pii 360 nm po provedeni Levinovy metody a vypoctené
koncentrace karbonylovaného BSA v nmol'mg.

Ap Av, Ay, - Ayl ¢” [nmol'mg™']

40 pg BSA

neox. BSA 0,106 0,110 0,004 0,182
0Ox2 0,105 0,115 0,010 0,455
Ox10 0,104 0,127 0,023 1,045

500 pg BSA

neox. BSA 0,119 0,145 0,026 1,182
0Ox2 0,115 0,168 0,053 2,409
Ox10 0,123 0,318 0,195 8,864

“koncentrace karbonylovaného BSA v roztoku neox. a ox. BSA vypoétena ze vzorce (viz Rovnice

2a3)
Levinova metoda pro stanoveni karbonylovanych proteinti u oxidovaného BSA byla

provedena pouze v jednom opakovani, vzhledem k tomu, Ze toto stanoveni bylo prvotni

a slouzilo ke zhodnoceni vlivu podminek oxidace na vysledny obsah karbonylu, a dale za
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ucelem, zdalze detekovat i mensi mnozstvi karbonyl-BSA (V1) ak upravé poméru
¢inidlo/karbonyl-BSA.

Blanky vzorkd maji absorbanci v rozmezi 0,104-0,123, protoze BSA ma absorp¢ni
maximum okolo 280 nm (Topald et al., 2014), proto ma kiivka absorpcniho spektra
v rozmezi 310-500 nm klesajici tendenci a absorbance pii 360 nm je vyssi nez 0.

U vzorki neoxidovaného BSA, slouziciho jako negativni kontrola, vysSla nizka
koncentrace karbonylovaného proteinu, coz muze byt zpusobeno reakci DNPH
s karboxylovou skupinou aminokyselin, které jsou soucasti proteinu BSA, presnéji
kyselin glutamové a asparagové, jak bylo zminéno jiz dfive. U vzorkd Ox10 byl stanoven
vyssi obsah karbonylovaného BSA nez u vzorklti Ox2, coz odpovida podminkam silnéjsi
oxidace u vzorka Ox10. Ziskané koncentrace karbonylovanych proteinti u vzorka ze sady
V1 a V2 odpovidaji ptredpokladu, ze se zvySujicim se vstupujicim mnozstvi oxidovaného
BSA ve vzorku, bude detekovan silngjsi signal ve formé absorbance, a tudiz i obsah

karbonylovanych proteinti stanovenych Levinovou metodou bude vyssi.

4.3.1 Sestaveni kalibracni kfivky karbonylovaného BSA po provedeni

Levinovy metody

Na zaklad¢ prvotniho experimentu vychazejiciho ze studie Guedes et al. (2009) byl
pro sestaveni kalibracni kfivky karbonylovaného BSA vybran postup pfipravy
karbonylovaného BSA za silnéjSich oxidacnich podminek, tedy Ox10.

Po provedeni Levinovy metody byla sestavena kalibracni kifivka karbonylovaného
BSA se sedmi body o koncentracich 0,100; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 1,250;
1,500 mg'ml! karbonylovaného BSA (Obr. 27).

V grafu kalibraéni kiivky karbonylovaného BSA je absorbance vztazena na
koncentraci oxidovaného BSA. Je pfedpokladano, ze experimentalné provedena oxidace
BSA probéhla kompletné, jelikoz nebyla moznost srovnani a ovéfeni realné koncentrace
karbonyl-BSA s komer¢né¢ oxidovanym BSA. Rovnice kalibraéni  kiivky
karbonylovaného BSA y = 0,0928x — 0,0042 s hodnotou spolehlivosti R%=0,9937 byla
pouzita pro vypocet koncentrace karbonylovanych proteini u vcelich vzorka. Takto
vypoctena koncentrace byla nasledné porovnana s koncentraci vypoctenou ze vzorce (viz

Rovnice 2 a 3).
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Obrazek 27: Kalibra¢ni kiivka karbonylovaného BSA sestavend z absorbanci odpovidajicich
koncentracim 0,100; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 1,250; 1,500 mg-ml! karbonylovaného BSA po
provedeni Levinovy metody. Absorbance byla méfena pfi 360 nm.

Tim, ze byla sestavena kalibra¢ni kfivka, kterd vypovida o linearni zavislosti mezi
zvySujicim se obsahem karbonylovaného BSA a odpovidajicim naristem absorbance je
mozno tvrdit, ze Levinova metoda za zvolenych podminek funguje. Pro ovéreni tohoto

tvrzeni by metoda vsak méla byt jesté zvalidovana.

4.4 Priprava a extrakce vcelich vzorku
Pro extrakci bylo pouzito 0,1-0,3 g biologického materidlu na jeden vzorek, coz
odpovidalo 4 celym vypreparovanym vcelam, 11-13 kusim vcelich hlav, 6 kusim hrudi
a 10 kusim zadecku.

Nejdiive byla provedena extrakce v poméru 1:2, ale extrakt byl pfili§ husty, proto byl
zvySen objem extrak¢niho pufru a byla provadéna extrakce v poméru 1:4. Nasledné byla
zméfena koncentrace celkovych proteini Bradfordovou metodou a vceli extrakty byly

nafedény na koncentraci proteinii 1 mg-ml!, zmrazeny a uchovany pro naslednou préci.

4.5 Levinova metoda pro stanoveni karbonylovanych proteinia ve

veelich vzorcich
Pro optimalizaci protokolu pro stanoveni karbonylovanych proteinti ve vCelich extraktech

Levinovou metodou byly pouzity v€ely kontrolni, tzn. v¢ely, které nepodlehly zadnému
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oSetfeni. Nejdiive byla metoda provedena u extraktd z celych tél o koncentraci proteina
1 mg-ml!. P findlnim kroku Levinovy metody zahrnujici rozpusténi peletu se pelet
nepodafilo rozpustit v guanidium hydrochloridu (GuHCI) po Ctyficetiminutovém tfepani
v tifepacce pii 37 °C, ani po pridani 1% roztoku detergentu Triton X-100, ani po pouziti
ultrazvukové lazné dle studii, ve kterych byla Levinova metoda pouzita (Soglia et al.,
2016). Vzorek, vnémz se pelet proteini zcela nerozpustil, nelze pro danou
spektrofotometrickou analyzu pouzit.

Dale byla provedena Levinova metoda u jednotlivych télnich ¢asti v€el (Obr. 28). Byly
pfipraveny extrakty z hlav, hrudi a zadeckd o koncentraci proteinii 1 mg-ml™. Pelety se
z findlniho kroku Levinovy metody podafilo rozpustit ve vSech vzorcich v GuHCI po
tficetiminutovém tfepani v tfepace. Duivodem muze byt pritomnost dalSich latek
vyextrahovanych spolu s proteiny, které mohou zpuisobovat té€z8§i rozpousténi
peletu. V extraktech pfipravenych z jednotlivych télnich Casti je téchto latek pritomno

mens$i mnozstvi nez v extraktu pfipraveném z celych vcel.
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Obrazek 28: Absorpcni spektra pro blank a extrakty proteint z kontrolnich vcel po stanoveni
obsahu karbonylovanych proteinu Levinovou metodou, presnéji a) extrakt hlavy, b) extrakt hrud¢,
¢) extrakt zadecku, se zvyraznénim absorbanci pfi 360 nm.

Zméfené absorbance pii vinové délce u vzorka hlav, hrudi a zadeCkd vcel byly
zaznamenany do programu Excel. Dale byla vypoctena koncentrace karbonylovanych
proteint dle vzorce (Rovnice 2) v jednotce mol-1"!, nasledné bylo vypoéteno latkové
mnozstvi karbonylu (Rovnice 3) a vztazeno na mg proteind (nmol'mg™). Dle rovnice
z kalibrac¢ni kfivky karbonylovaného BSA y = 0,0928x — 0,0042 s hodnotou spolehlivosti
R? = 0,9937 byla vypoctena koncentrace karbonylovanych proteini u vSech vzorki
v jednotce mg'ml™!. Stanovené koncentrace karbonylovanych proteinii v jednotlivych

télnich Castech vcel jsou zobrazeny na Obr. 29.
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Obrazek 29: Grafy koncentraci karbonylovanych proteinti z télnich casti kontrolnich vcel
vypoctenych z rozdilti absorbanci blanku a vzorku po provedeni Levinovy metody a zméfeni pri
360 nm. Grafy byly sestaveny ze 4 biologickych replikatu pro kazdou skupinu (n=4). Graf a) byl
sestaven z koncentraci karbonylovanych proteint vypoétenych ze vzorce (viz Rovnice 2 a 3)
v jednotce nmol'mg™'. Graf b) byl sestaven z koncentraci karbonylovanych proteinii vypoétenych
z rovnice kalibraéni kfivky karbonyl-BSA (y = 0,0928x — 0,0042) v jednotce mg-ml™.

V ramci biologickych replikat vcelich hlav a zadeCk( byly pozorovany znacné
rozdily ve stanovenych koncentracich karbonylovanych proteinti, napfiklad u vzorku
zadeckd 3 a 4 je rozdil 61 %. Neni ovéfeno, co zpusobuje interferenci pii stanoveni
karbonylovanych proteini Levinovou metodou v hlavové a zadeCkové casti. Vzorky

hrudi daly pomérmeé stabilni vysledky.
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Koncentrace karbonylovanych proteina z extrakt véel vypoctené ze vzorce (Rovnice
2 a 3) a zrovnice kalibra¢ni kiivky karbonyl-BSA nelze vzhledem k rozdilnym
jednotkam, tedy odlisSnému vyjadfeni, porovnat. AvSak narast ¢i pokles hladin
koncentrace u obou stanoveni jsou stejného charakteru (Obr. 29).

Pro nasledujici praci s paraquatem a PBS oSetfenymi vcCelami byly zvoleny pro
pfipravu vzorki pouze hrudni casti vcel, jelikoz z pilotniho experimentu u kontrolni
skupiny vcel vyplyva, ze je zde hladina karbonylovanych proteint nejstalejsi v ramci
biologickych replikati vcel, které pochazeji ze stejného zdroje, avSak pro potvrzeni této
hypotézy by muselo byt provedeno stanoveni karbonylovanych proteini u mnohem
vys§iho poctu véel. Dale bylo predpokladano, ze v hrudniku vzhledem k pfitomnosti
letovych svalti by zde mélo dochazet ke zvySené produkci karbonylovanych proteina
(Williams et al., 2008). Béhem letu u v¢el dochazi k nadmérné produkci ROS, které maji
za nasledek rozvoj oxida¢niho stresu a posléze se zvySujicim se vékem vcely dochazi
v letovych svalech k oxida¢nimu poskozovani DNA, lipida a proteinti (Margotta et al.,

2018).

4.5.1 Stanoveni karbonylovanych proteini ve vcelich vzorcich

oSetfenych paraquatem

Paraquat je herbicid zpusobujici inhibici fotosyntézy u rostlin. U Zzivych organismu
paraquat indukuje oxidacni stres prostfednictvim tvorby superoxidovych anion radikala,
presnéji jsou tvoreny po inhibici komplexu I v ETC paraquatem nebo cinnosti
cytochromu P450, ktery se podili na detoxifikaci paraquatu (Li-Byarlay et al., 2016;
de Mattos et al., 2018). Paraquat je vyuzivan pro oSetfeni rostlin (napf. ovocné sady),
proto se v nékterych védeckych studiich zamétuji na jeho vliv na opylovatele (Sartori &
Vidrio, 2018). U v¢ely medonosné injekce paraquatu rozviji oxidacni stres, ktery ma za
nasledek mimo jiné i vznik karbonylovanych proteint. Z tohoto divodu je paraquat
vyuzivan jako induktor oxida¢niho poskozeni 1 ve studiich zaméfenych na oxidacni stres
u vcel (Li-Byarlay et al., 2016; Langberg et al., 2018).

Na pfitomnost karbonylovanych proteini byly testovany tii skupiny vcel. Jedna
skupina sestavala z kontrolnich vcel, dalsi dvé skupiny sestavaly ze vcel oSetfenych
paraquatem v PBS a samotnym PBS. Skupina vcel oSetfenych PBS je dalsi kontrolni

skupinou, u které je sledovano, zda samotny vpich PBS u vcely vyvolava oxidacni
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poskozeni, nebo dané poskozeni vyvolava testovana latka, presn€ji paraquat
(Surachetpong et al., 2011; Langberg et al., 2018).

Pred provedenim Levinovy metody u oSetienych vcel byly pfipraveny tfi biologické
vzorky ke kazdé skupiné vcel u kazdého casu odbéru pii oSetieni vCel paraquatem ¢i PBS,
atopo 0,4 a 8 h od injektovani dané latky, taktéz u skupiny kontrolnich v¢el, které byly
odebrany ve stejnych Casovych intervalech jako oSetfené vcely. Kazdy biologicky
replikat obsahoval 6 hrudi délnic z odpovidajici skupiny. U skupiny vcel oSetienych PBS
byl u 4. hodiny nedostatek materialu, ztoho davodu byly pfipraveny pouze dva
biologické replikaty. Levinova metoda byla provedena ve tfech sériich, vzdy se vSemi
vzorky odpovidajicim ¢asu odbéru po 0, 4 nebo 8 h od imunizace.

Po zméfeni absorbance pifi 360 nm byla na zakladé rozdilt absorbanci vSech vzorkt
a odpovidajicich blankd vypoctena koncentrace karbonylovanych proteint dle
vzorce (viz Rovnice 2), a to v jednotce mol-1"!, dale bylo vypodteno latkové mnozstvi
karbonylu (Rovnice 3) avztazeno na mg proteini (nmol'mg!). Z rovnice kalibragni
kfivky BSA y = 0,0928x — 0,0042 s hodnotou spolehlivosti R?= 0,9937 byla vypodtena
koncentrace karbonylovanych proteinti u viech vzorkl v jednotce mg'ml™!. Koncentrace

karbonylovanych proteint u jednotlivych skupin jsou zobrazeny na Obr. 30.
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Obrazek 30: Grafy koncentraci karbonylovanych proteinti vypoétenych z rozdili absorbanci
blankd a vzorkd hrudniku kontrolnich véel a véel osetfenych paraquatem a PBS s odbérem po 0,
4 a 8 h od zacatku pusobeni paraquatu ¢i PBS. Absorbance byly zméreny po provedeni Levinovy
metody pri 360 nm. Grafy byly sestaveny ze 3 biologickych replikata pro kazdou skupinu i hodinu
odbéru (n=3). Graf a) byl sestaven z koncentraci karbonylovanych proteini vypoctenych ze
vzorce (viz Rovnice 2 a 3) vjednotce nmol'mg?!. Graf b) byl sestaven z koncentraci
karbonylovanych proteini  vypocétenych zrovnice kalibraéni  kfivky karbonyl-BSA
(y = 0,0928x — 0,0042) v jednotce mg-ml.

Na zakladé diive provedené studie Alquicer et al. (2009) vyuzivajici injekci paraquatu
pro vyvolani oxidacniho stresu u hmyzu bylo predpokladano zvySeni koncentrace
karbonylovanych proteini u oSetfenych vcel paraquatem. V ramci provedeni Levinovy
metody u vCel oSetfenych paraquatem stanovené koncentrace karbonylovanych proteina
neodpovidaji predpokladu, jelikoz se u vCel se zvysujici dobou pusobeni paraquatu
koncentrace karbonylovanych proteind snizovala (Obr. 30 a), b). Dale je koncentrace

karbonylovanych proteind u kontrolnich v¢el vyssi nez u vCel oSetfenych paraquatem.
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Dtvodem muize byt zvySeni Cinnosti antioxidacniho systému z divodu pfitomnosti
xenobiotika ve vCelim organismu ¢i pusobeni opravnych mechanismi zpusobujicich
degradaci poskozenych proteind.

Byly zaznamenany zna¢né rozdily mezi zméfenymi absorbancemi u vice
vzorkt méfenych v jedné sérii, napt. u skupiny vcel oSetfenych PBS u 8. h odbéru Cinil
rozdil mezi vzorkem 1 a 2 69 %, to maze byt zptisobeno §patnym navazanim DNPH na
karbonylované proteiny ve vcCelich extraktech nebo biologickymi faktory pisobicimi pfi
imunizaci vCel. Jedna se o pilotni experiment a pro detailni tvrzeni a hypotézy by bylo
potiebné vétsi mnozstvi opakovani.

Mezi grafy 30a) a 30b) je rozdil u skupiny kontrolnich vcel 8. h odbéru, protoze
mnozstvi karbonylovanych proteini u jednoho biologického replikatu bylo pod mezi
stanovitelnosti metody pfi vyhodnoceni koncentrace z rovnice kalibracni kiivky, a proto
byla tato koncentrace v grafu 30b) oznacena.

Nizké koncentrace karbonylovanych proteind v hrudich oSetfenych vcel mohou byt
zpusobeny zvySenou aktivitou antioxidacnich enzymu, jako je napfiklad katalasa
(Williams et al., 2008). Ve védecké praci Li-Byarlay et al. (2016) se zamérovali na
rezistenci a amrtnost trubct po injekci paraquatu a vliv oxidacniho stresu. Zjistily, zZe
karbonylace proteinii se mezi oSetfenymi a kontrolnimi skupinami trubcli vyrazné
nelisila. To muze byt zpusobeno zvysSenou antioxidacni ochranou letovych svalt ¢i
Spatnym pronikanim paraquatu do svalovych bunék. Stanoveni karbonylovanych
proteinti v hrudniku, z divodu pfitomnosti letovych svald, nemusi byt tedy za kazdych
podminek dostatecné citlivé pro ureni miry oxidacniho stresu u vcel (Williams et al.,

2008; Li-Byarlay et al., 2016).

70



5 ZAVER

Tato bakalafska prace se vénuje reaktivnim formam kysliku, které ve svych vysokych
hladinach vedou k oxida¢nimu stresu zpusobujicimu oxida¢ni poskozeni biomolekul,
a to predevsim v zaméfeni na problematiku ROS a oxidacniho stresu u véely medonosné
(Apis mellifera).

V teoretické Casti byla shrnuta charakteristika reaktivnich forem kysliku a jejich vznik
v zivych organismech se zamétrenim na v€elu medonosnou. Dale byl popsan antioxidacni
systém, sestavajici z enzymovych a neenzymovych antioxidantt, se zaméfenim na hmyz
a vCelu medonosnou. Nasledné byly charakterizovany signalni role ROS, oxidacni stres
a oxidacni poskozeni DNA, lipida a proteinii. Nakonec byly popsany metody stanoveni
oxidacné poskozenych proteind.

Cilem experimentalni ¢asti byla optimalizace spektrofotometrické metody,
tzv. Levinova metoda, pro stanoveni karbonylovanych proteini v extraktech vcely
medonosné. Nejprve byla provedena oxidace BSA, které bylo pouzito jako standard pro
stanoveni obsahu karbonylovanych proteint, a sestavena kalibracni kfivka karbonyl-BSA
pro vypocet obsahu karbonylovanych proteint ve vzorcich vcelich extraktd. Kalibracni
kiivka karbonyl-BSA rovnéz potvrdila linearni zavislost mezi obsahem karbonylovanych
proteint a detekovanym signalem po provedeni Levinovy metody.

Dale byla uskutecnéna extrakce proteint z celych tél i télnich Casti veelich délnic,
nasledné byla v extraktech stanovena koncentrace karbonylovanych proteini Levinovou
metodou a pro dalsi praci byla zvolena hrudni ¢ast vcel. Nakonec byla provedena extrakce
proteint a stanoveni koncentrace karbonylovanych proteini u skupin vcel oSetfenych
paraquatem a PBS au skupiny kontrolnich vcel s odbérem po 0, 4 a 8 hodinach od
injektovani dané latky.

Bylo o¢ekavano zvySeni obsahu karbonylovanych proteint u skupiny vcel oSetfenych
paraquatem, coz v experimentalni casti této bakalarské prace nebylo potvrzeno. Jednalo
se vSak o pilotni experiment, pro ktery bude potfeba navazujici prace s vice opakovanimi

a také s vétsim poctem vzorkda.
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6.1 Pouzity software
ACD/ChemSketch Freeware version 12.0 pro tvorbu chemickych struktur, rovnic a

obrazku

Structure Drawing Software for Academic and Personal Use | ACD/ChemSketch. Chemistry
Software for Analytical and Chemical Knowledge Management [online]. Copyright © 1996
[cit. 19.01.2022]. Dostupné z: https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/

Inkscape 0.92.4 for Windows pro tvorbu obrazkul

Inkscape 1.1 - Windows | Inkscape. Draw Freely | Inkscape [online]. [cit. 19.01.2022]. Dostupné
z: https://inkscape.org/cs/release/1.1/windows/

PyMOL Molecular Graphics System version 1.0.0 pro tvorbu kvartérnich struktur

proteint

PyMOL | pymol.org. [online]. Copyright © 2022 Schrodinger. All Rights Reserved.
[cit. 19.01.2022]. Dostupné z: https://pymol.org/2/
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4-HNE
8-OHdG
AK
BSA
CAT
DNP
DNPH
ELISA

FAD
GPX
GSH
GSSG
GST
HPLC
HPR

A%
MDA
MK
NADH
NADPH
PBS
PUFA
PVDF
SDS
SDS-PAGE
SOD

4-hydroxynonenal
8-hydroxy-2’-deoxyguanosin

Aminokyselina

Hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

Katalasa
2,4-dinitrofenylhydrazon
2,4-dinitrofenylhydrazin

enzymova imunoanalyza s enzymem vazanym na sorbentu (Enzyme linked

immuno sorbent assay)
Flavinadenindinukleotid

Glutathion peroxidasa

Redukovany glutathion

Oxidovany glutathion
Glutathion-S-transferasa

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Enzym kienova peroxidasa

Juvenilni hormon

Malondialdehyd

Mastna kyselina
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat
Fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
Polynenasycena mastna kyselina
Polyvinyliden-difluorid

Dodecylsulfat sodny

Sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

Superoxiddismutasa
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