Prilohy

Protokol na méreni markeru oxidativniho poSkozeni
Material:

Reagencie

Fosfatovy pufr, PBS: 137mM NaCl (Penta), 2,7mM KCI (Penta), 10mM Na> HPO4 x 12 H,O
(*), 1,8mM KH>POq4 (*), pH 7,4,

inhibitor protedz cOmplete a inhibitor fosfatdz PhosSTOP (oboji Roche): pracovni roztoky (1
tableta rozpusténa v 1 ml H>O)

hovézi sérovy albumin, BSA (*): zdsobni roztok o koncentraci 1 pg/ pl
reagent A: 8mM NaCOs3 (*), 0,8mM C4H4NaOg (Penta), pH 11,25

reagent B: 1,2mM (HO>CCoHsN)a (*)

reagent C: 0,03mM CuSO4 x 5H20 (Lach-Ner)

redukovany glutathion, GSH (*): zasobni roztok o koncentraci 1 mM
trichloroctova kyselina, TCA (*): 10% (w/v) pracovni roztok
hydrogenfosforecnan sodny (*): pracovni roztok o koncentraci 0,5 M a pH 8,4
citrat sodny (*): 1% (w/v) pracovni roztok

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, DTNB (*): pracovni roztok o koncentraci 1 mM
(ptipraven do 1% citratu sodného)

Dimethylsulfoxid, DMSO (*)

2-Thiobarbiturova kyselina, TBA (*): 0,67% (w/v) pracovni roztok (67 mg TBA v 1 ml DMSO
+ 9 ml H,0)

Ethanol (Penta)

Malondialdehyd (1,1,3,3-Tetramethoxypropan), MDA (*): zasobni roztok o koncentraci
500uM (4,167 ul MDA + 1 ml ethanol + 49 ml H,O)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner): pracovni roztok o koncentraci 2,5 M

2,4-dinitrofenylhydrazin, DNPH (*): pracovni roztok o koncentraci 10 mM (8 mg DNPH +
40 ul DMSO + 3,96 ml 2,5M HCl)

Hydroxid sodny (Penta): pracovni roztok o koncentraci 6 M

Kapalny dusik (Linde)



V zévorkach uveden vyrobce, hvézdicka (*) znaci zakoupeni u Sigma-Aldrich

Pristrojové a programové vybaveni

Analytick¢é vahy (Scaltec SBA 33, Sartorius), Potter-Elvehjemtv sklo-teflonovy
homogenizator (Eurostar power b, IKA labortechnik), stolni centrifuga na mikrozkumavky
(MIKRO 200R, Hettich), vortex (Velp scientifica), topny blok (Dri-Block®, TECHNE),
multifunkcni ¢teCka 96-jamkovych desti¢ek (Synergy HT, Biotek), program GEN 5, program
GraphPad Prism

Vzorky

Vejce gekoncikti noénich (Eublepharis macularius) z teplot 28 °C a 32 °C byla chemicky
manipulovana injekci paraquatu (a kontrolni injekci destilovanou vodou) v dobé zacatku
termosenzitivni periody (tedy 12. — 14. den po nakladeni, respektive 7. — 10. ve 32 °C). Dva
dny po manipulaci byla embrya vyjmuta z vajec, pfenddna do 2ml zkumavky typu Eppendorf
a metodou snap-freezing rychle zamrazena ponoienim zkumavky s embryem do tekutého

dusiku. Zamrazena embrya byla skladovana pted méfenim v -80 °C.
Pracovni postup:
Piiprava vzorki tkannového homogenatu

Gekoni embrya byla pfesné zvdzena a byl z nich pomoci sklo-teflonového homogenizatoru
(1200 otacek/min, 2 min, 4 °C) ptipraven 20% homogenat (w/v) v PBS pufru s pfidavkem 2%
inhibitoru protedz cOmplete a 10% inhibitoru fosfataz PhosSTOP. Takto ptipravené vzorky
byly 2 minuty centrifugovany (2100 otacek/min, 10 minut, 4 °C) a vznikly postnuklearni

supernatant byl odebran a uchovan pfti -80°C pro nasledné analyzy.
Stanoveni celkové koncentrace proteint

Celkova koncentrace proteinti byla stanovena BCA metodou (dle Walker 1994). V 96-jamkové
desti¢ce byla dle nize uvedené tabulky 12 pfipravena kalibra¢ni fada standardu hovéziho
sérového albuminu (BSA). Do desticky byly déle pipetovany v triplikatech 100x fedéné vzorky
tkanového homogenatu vzdy po 100 pl. Do vSech jamek bylo nasledné pipetovano 100 pl smési
reagentu A, B a C v poméru 26:25:1. Cela desticka byla piekryta folii a byla inkubovana
v topném bloku 30 minut pii 60°C. Pomoci spektrofotometru Synergy HT a programu GEN 5
byla nasledné pfi vlnové délce 562 nm zméfena absorbance a spocitana celkovéa koncentrace

proteinti v jednotlivych vzorcich.
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Tabulka 5 — kalibra¢ni fada standardu hovéziho sérového albuminu (BSA) pro stanoveni
celkové koncentrace proteinti metodou BCA
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Curve Fitting Results

Curve Name Curve Formula A B R2
Curve Y=C"X"2+B"X+A 0,0378 0,0522 0,998

Graf 12 — zavislost absorbance na celkové koncentraci proteini, graf vcetné regresnich

koeficientti byl vygenerovan v programu GEN 5



Stanoveni redukovaného glutathionu

Stanoveni redukovaného glutathionu probihalo dle Ellman (1959). Z gekonich tkanovych
homogenatii byly pfipraveny vzorky o celkové koncentraci proteint 2 pg/ul a celkovém objemu
200 pl. Dale byly ze zasobniho roztoku standardu redukovaného glutathionu (GSH) pfipraveno
vzdy 200 pl kalibracnich roztokti o koncentraci 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM a 200 uM. Ke vzorkiim standardi a homogenati bylo ptfidano vzdy 200 pl 10%
trichloroctové kyseliny, vzorky byly promichdny, inkubovany 5 minut na ledu
a zcentrifugovany (10000 otacek/min, 10 minut, 4 °C). Na 96-jamkovou desticku poté bylo
v triplikatu pipetovano 100 pl kalibracnich roztokii a vzorkd homogenatu. Poté bylo do vSech
jamek pipetovano 100 pl 0,5M hydrogenfosfore¢nanu sodného a 20 pul ImM kyseliny
5,5 dithiobis-2-nitrobenzoové. Po desetiminutové inkubaci pii laboratorni teploté byla ve
vzorcich standardli a homogenatii zmétena absorbance pfi vinové délce 412 nm a nasledné

spoc¢itana koncentrace redukovaného glutathionu a vztazena na mnozstvi proteinti ve vzorcich.
Stanoveni malondialdehydu

Stanoveni malondialdehydu (markeru peroxidace lipidd) probihalo metodou TBARS
(Esterbauer & Cheeseman 1990). Z tkanovych homogenétti byly ptipraveny vzorky o celkové
koncentraci proteint 0,5 pg/ul a celkovém objemu 100 pl. Dale byly ze zasobniho roztoku
standardu malondialdehydu (MDA) pfipraveny kalibracni roztoky o koncentraci 0,078 uM,
0,156 uM, 0,313 uM, 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5 uM a 5 uM o objemu 100 pl. Ke vzorkiim
standardi a homogenatt bylo pfidano vzdy 200 ul 10% trichloroctové kyseliny a 300 pl 0,67%
thiobarbiturové kyseliny, vzorky byly promichdny a inkubovéany v topném bloku 30 minut pfi
100 °C. Poté byly vzorky zchlazeny na ledu a zcentrifugovany (10000 otacek/min, 10 minut,
4 °C). Na 96-jamkovou desticku vhodnou pro méfeni fluorescence poté bylo v triplikatu
pipetovano 100 pl supernatantu kalibra¢nich roztokt a vzorkii homogenatu. Excitace probihala

pfi vinové délce 540 nm a emise pii vinové délce 590 nm.
Stanoveni karbonylovych skupin

Stanoveni  karbonylovych  skupin  (markeru  karbonylace  proteini)  pomoci
2,4-dinitrofenylhydrazinu bylo provedeno dle Mesquita et al. (2014). Ke vzorkiim tkanovych
homogenatii o celkové koncentraci proteinti 2,5 pg/ul a objemu 200 pl bylo ptidano 200 ul
10mM 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) a vzorky byly vtemnu pii laboratorni teploté
inkubovany 10 minut. Po pfidavku 100 pl 6M NaOH byly vzorky promichany a opét

inkubovany za stejnych podminek. Po promichani bylo vzdy v triplikatu na 96-jamkovou



desticku pipetovano 100 pl vzorku a pii vilnové délce 450 nm byla zméfena absorbance.
Koncentrace karbonylovych skupin byla z namétené absorbance A4 vypoctena z Lambert-
Beerova zékona dle nize uvedené rovnice s pouzitim molarniho absorp¢niho koeficientu DNPH

€450 22,308 mM'cm™! a délce absorpéni vrstvy 10,2 cm.
A=c¢lc
Sledovani kone¢nych produktii pokrocilé glykace

Stanoveni kone¢nych produktli pokrocilé glykace probihalo dle Ruggeri et al. (2016). Vzorky
tkanovych homogenatt byly PBS pufrem nafedény na koncentraci 0,5 pg/ul a celkovy objem
320 pl. Poté byly v triplikatu pipetovany vzdy po 100 pl do 96-jamkové desticky vhodné pro
fluorescencni méteni. Excitace probihala pii vinové délce 360 nm a emise pii vinové délce

460 nm.
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