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1. UVOD A CIiL PRACE

Peroxidasy piedstavuji nedilnou soucast antioxida¢niho obranného systému
organismu. Jsou to enzymy fadici se do skupiny oxidoreduktas, které napt. katalyzuji
pieménu peroxidu vodiku nebo dalSich cizorodych latek a zabranuji tak jejich akumulaci
V organismu a jeho poskozeni. Krom¢ jiného jsou Casto vyuzivany pii metodach ELISA ke
znaceni antigenu nebo protilatky a v mnoha dalSich enzymatickych stanovenich.

Cilem bakalaiské prace bylo v dostupné literatufe nalézt metody pro stanoveni
peroxidas a vybrat dvé jednoduché metody, které by mohly byt vyuzivany na Katedie
biochemickych véd FaFUK.

Ukolem experimentalni &asti bakalaiské prace bylo vyzkouet, Gastednd
optimalizovat a porovnat dvé vybrané¢ metody stanoveni peroxidas v cytosolu, ziskaném

Z potkanich jater.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Uloha volnych radikali v organismu

Volné radikaly jsou atomy, molekuly, nebo ionty schopné samostatné existence,
které maji ve svém elektronovém obalu jeden nebo vice neparovych elektronti. Snazi se
proto ziskat dalsi elektron a doplnit si tak elektronovy par do stabilni konfigurace. Jsou to
volné radikaly kysliku a dusiku. Nejéastéji se objevujicim radikalem v organismu je
pravdépodobné superoxid. Ten vznika jedno elektronovou redukci kysliku. Superoxid sdm
o sobé neni pfili§ reaktivni tudiz ani Skodlivy, ale jeho nebezpec¢i tkvi v tom, Ze se
spontanné¢ muze preménovat v mnohem Skodlivéjsi reaktivni formy kysliku, jako jsou
napt. peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, peroxynitrit, kyselina chlornd atd. Organismy
vyuzivaji volné radikaly k ni¢eni fagocytovanych mikroorganismi, pfi ovulaci a oplodnéni
vajicka, maji signalizacni vyznam v burice, ale na druhé stran€ mohou organismus vazné
poskodit. Mohou napadat lipidy v lipoproteinech a bunécnych membranach, nukleové
kyseliny, sacharidy, bilkoviny, enzymy a to miize vést k tézkému poskozeni tkani, organt
a ke vzniku rtiznych onemocnéni jako jsou napft. aterosklerdza, diabetes mellitus, zhoubné

novotvary, zanéty aj. Proto organismus vyvinul €¢inné mechanismy obrany proti volnym

radikalim znamé jako antioxida¢ni ochrana, mezi jejiz slozky se tadi i peroxidasy. [1] [3]
2.2. Vlastnosti peroxidas

Peroxidasy jsou enzymy, které se fadi do skupiny oxidoreduktas. Jejich
piitomnost byla prokazana v rostlinach, mléce, erytrocytech, leukocytech, trombocytech a
dalSich tkanich. Jejich prosthetickou skupinou je hem. Pii reakcich katalyzovanych
peroxidasami je peroxid vodiku redukovan za soucasné oxidace jiného substratu. Tim je
pfedchazeno akumulaci peroxidu, produkci volnych radikald, poskozeni membran C¢i
vzniku aterosklerdzy nebo rakoviny. Tyto enzymy mohou oxidovat i nékteré cizorodé latky
- xenobiotika. Peroxidasy se d€li na specifické ( potiebuji k reakci urcity substrat ) a

nespecifické ( oxiduji vice riznych substrati ). Uzivaji se pii metodach ELISA ke znaceni



antigenu nebo protilatky a v mnoha dalSich enzymatickych stanovenich, pii nichz vznika

peroxid vodiku. [1] [2]

2.3. Vyznamné peroxidasy

Glutathionperoxidasa je enzym, ktery katalyzuje $tépeni peroxidu vodiku a
soucasnou oxidaci cystein obsahujiciho glutathionu. Je to tetramerni glykoprotein
obsahujici selen ( pravé na pfitomnosti selenu zavisi antioxida¢ni funkce GPX ) v aktivnim
mist¢ molekuly. Vyskytuje se ve tfech rtiznych formach ( = izoenzymech - je mozné je
odlisit imunochemicky ), které se 1i§i substratovou specifitou a umisténim v buiice. Prvni
typ se nachazi v cytoplazmé bunck ( cGSHPx ), druhy v extracelularni tekutiné ( eGSHPx )
a tfeti typ je vazan v membran¢ — fosfolipidova glutathionperoxidasa ( pGSHPx ), tento
typ redukuje kromé peroxidu vodiku i lipidové hydroperoxidy, které preméinuje na
ptislusné hydroxylové derivaty lipidd. Tim chrani fosfolipidy bunéénych membran a
prerusuje fetézovou reakci poskozeni lipidi volnymi radikaly. [4]

Myeloperoxidasa je obsazena v azurofilnich granulech neutrofilnich
granulocytil, v lysozomech monocytli a makrofagt. Uplatiiuje se pii fagocytoze jako latka
schopnd zabijet bakterie, plisné, parazity a nadorové buiky. Katalyzuje reakci peroxidu
vodiku s chloridovymi ionty. Vznika pfi tom latka s mohutnym oxida¢nim ucinkem -
kyselina chlornd, ktera umozni vznik dalSich reaktivnich forem kysliku - hydroxylovy
radikal, singletovy kyslik. Pfi nadmérné tvorbé kyseliny chlorné dochazi k chloraci
bilkovin  (vznikaji chloraminy ), syntéze cholesterolu a mulZe byt zahdjen proces
lipoperoxidace. MPO je tetramer obsahujici dva téZké a dva lehké fetézce. Kazdy z téchto
fetézcl vaze jednu molekulu hemu. Hemovy pigment zplsobuje zelené zabarveni sekretu
neutrofildi, jako je hnis nebo sliz. Jsou znamy tfi izoformy, které se liSi pouze ve
velikostech tézkych fetézcti. V molekule je obsazen vapnik, ktery je dilezity pro strukturu
aktivniho mista. MPO se vyuziva pfi metodéch jako je napi. sandwich ELISA. [5]

Krenova peroxidasa ( HRP ) je pfitomna v kienu. V molekularni biologii se
vyuziva jeji schopnosti zesilit slaby signal a zvysit odhalitelnost cilové molekuly. Pouziva
se Kurceni malych mnozstvi specifickych proteini ve western blot dale v ELISA
metodacha v imunohistochemii. Vyhodou HRP je jeji velikost - je mensi, stabilngjsi a

levnéj$i nez napt. alkalickd fosfatasa, kterou lze u téchto metod také pouzit. [6]



Askorbatperoxidasa je nejCastéji piitomna u rostlin. Funkci je detoxikace
peroxidii za pouziti kyseliny askorbové jako substratu. Pro tuto reakci je nezbytna
pritomnost hemu jako kofaktoru. [7]

Laktatperoxidasa se nachdzi v mléce. M4 antimikrobidlni a antioxidacni
vlastnosti. Je tepelné¢ odolna a Siroce se vyuziva jako indikator spravné ¢i Spatné
pasterizace. [8]

Thyroperoxidasa se vyskytuje hlavné ve §titné zlaze, kde katalyzuje vclenéni
jodu do thyroglobulinu a néslednou produkci thyroxinu a trijédthyroninu. Tato reakce je
zprostfedkovana pomoci peroxidu vodiku. TPO je stimulovdna TSH a inhibovéna
thioamidovymi drogami napft. propylthiouracilem nebo methimazolem. [9]

Cytochrom c peroxidasa je ve vodé rozpustny enzym, ktery obsahuje hem. Je to
monomer. Poprvé byla izolovana z pekaiskych kvasinek. Kromé peroxidu reaguje i
s jinymi hydroperoxidy, ale v téchto ptipadech je reakce mnohem pomalejsi nez
s peroxidem vodiku. [10]

Eosinofilova peroxidasa, je peroxidaza cytotoxicka vuci bakteriim. [11]

2.4. Metody stanoveni peroxidas

2.4.1. Pouziti substratu 3,5,3'5'-tetramethylbenzidinu

Principem reakce je redukce peroxidu vodiku G€¢inkem HRP a soucasna oxidace
TMB. Po inkubaci a pfidani stop ¢inidla je méfena hodnota absorbance vzniklého produktu
na spektrometru.

Vyhodou tohoto systému je stabilita oxidacniho produktu TMB pfi kyselém pH a
také aktivita HRP v Sirokém rozmezi pH. V této kolorimetrické metod¢, pomoci které je
detekovana aktivita endogennich peroxidas v krvi nebo v primyslu pii syntéze barviv, se
diive jako substrat pouzival benzidin, ale kvili karcinogennim vlastnostem tohoto
Tento fakt a vysoka citlivost fadi TMB mezi vhodné chromogenni substraty pouzivané
v ELISA metodé.

Metoda je charakterizovdna linearitou, spravnosti, pfesnosti, je spolehliva,

finan¢né nendro¢na a jednoducha.
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Obr. 1. Chemicka struktura TMB a jeho oxida¢ni stavy ( charge-transfer complex je v priibéhu oxidace

modie zabarven; di-imin Zluté )

Tato metoda byla napf. vyuZita ve studii, kterd se zabyvala otazkou zvySeni
celkového antioxidacniho stavu pfidanim jodidu k lidskému séru, protoze u nékterych
pacienti s degenerativnimi chorobami, ktefi byli 1éCeni solnymi roztoky sjoédem byla
pritomna zvySena aktivita plasmatické glutathionperoxidasy. Po ptidani Nal dochéazelo ke
zvySeni peroxidasové aktivity ve srovnani s kontrolnim sérem ( ke kterému se Nal
nepiidava ). Po pridani NaCl dochazi ke slabému poklesu peroxidasové aktivity ve

srovnani s kontrolnim sérem. [12]
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2.4.2. Stanoveni HRP chemiluminiscenci

V soucasnosti je pifi chemiluminiscencnich analyzach jako substrat hojné

vyuzivan cyklicky hydrazid — Luminol.

NH, 0 NH, 0

HRP, peroxide .
N - 0" L Light
NH Enhancer 0

0 0

Luminol

Obr. 2. Reakce pfemény luminolu pisobenim HRP, peroxidu a enhanceru

Mezi reagencie pro detekci peroxidasové aktivity se fadi PS—1 a PS—3. Obsahuji
substrat akridan, ktery podléha enzymatické oxidaci a preméinuje se na akridinium ester,
ten reaguje s peroxidem vodiku ( pfitomnym v reagencii ) a vznika nestabilni meziprodukt
dioxetanon. Enhancer v€lenény do reakce urychluje a prodluzuje enzymatickou oxidaci
akridanového substratu. Na konci reakce je enhancer redukovan zpét do svého ptivodniho
stavu a je pripraven k dalsi oxidaci akridanu.

Nevyhodou této metody je, ze se pracovni roztok musi piipravovat dennc.
Reakce mezi jednotlivymi komponentami je velice pomald a dochazi k vysoké spotiebé
reaktantl. Z téchto divodl je komplikovano pouZiti tohoto substratu na automatickych

analyzatorech.
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Obr. 3. Pribéh reakce substratu PS-3

Ovsem tento problém byl vyiesen objevenim novych reagencii PS—atto a TMA-6.

PS-atto je vyuzivan pro detekci pii stanoveni v roztocich a TMA—6 se pouZiva v blotting

aplikacich.
0(CH,),S0,Na
CH,S $(CH,),0{CH,),50,Na h
I i
L) L
CH,Ph PI,,
P§-atte TMA-6

(@) (b)

Obr. 4. Vzorce reagencii PS-atto a TMA-6
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Obr. 5. Pribéh reakce substratu PS-atto

Prabéh reakce je velmi rychly. Chemiluminiscencni emise se objevuje ihned po
smichani PS-atto nebo TMA-6 s HRP a maximalni intensitu lze naméfit po nékolika
V jednotlivych nadobach a jsou piimo pfipraveny k reakcim. Pracovni roztoky lze
skladovat 3 tydny pfi laboratorni teploté a 4 mésice pifi 4 °C. Vyhodou téchto substrati je
moznost pouZiti u automatickych analyzatori na zéklad¢ jejich stability, rychlého vzniku

signalu a vysoce citlivé detekci. [13]
2.4.3. Stanoveni aktivity ki‘enové peroxidasy pomoci chromogenti
pyrokatechol - anilin a fenol - aminoantipyrin

Principem metody je reakce HRP s chromogenem za vzniku ruZzového zabarveni
produktu, jehoZ koncentraci Ize stanovit spektrofotometricky, pomoci HPLC analyzy nebo

elektrochemické analyzy.
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Obr. 6. Prub¢h reakei elektrochemické metody a enzymatického stanoveni
a) Pribéh reakce mezi anilinem a pyrokatecholem v prubéhu elektrochemické metody

b) Pribéh reakce mezi anilinem a pyrokatecholem v prib&éhu enzymatického stanoveni
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Obr. 7. Srovnani UV-VIS spekter enzymatického a elektrochemického produktu
a) absorp¢ni spektrum produktu enzymatické reakce

b) absorpéni spektrum produktu elektrochemické reakce
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Metoda pti pouziti smési pyrokatechol—-anilin vykazuje vyssi citlivost a niz§i mez
detekce nez pfi pouziti smési fenol-aminoantipyrin. Prozkoumany byly i jiné dvojice
vodikovych donorii napf. pyrokatechol-aminoantipyrin, pyrokatechol-fenol, fenol-anilin
atd., ale barevné produkty téchto pari nebyly dostatecné stabilni k ziskani
reprodukovatelnych vysledki méfitelnych pomoci UV-VIS spektroskopie. Dalsimi
pozitivy uvedené metody jsou uspokojivd reprodukovatelnost, snadnd proveditelnost,
rychlost, nizké finan¢ni ndklady. Nevyhodou je prace s fenolem, ktery vykazuje urcité

karcinogenni ucinky. [14]

2.4.4. Stanoveni aktivity myeloperoxidasy ve slinach

Substratem je smés 3 riznych latek DAB ( 3,3’-diaminobenzidin ), guajakol a
dapson ( 4,4'-diaminodifenylsulfon ). K uréeni aktivity MPO je pouzit “Sandwich test-
disk®. Disk byl vytvoten z DEAE-celul6zového papiru a celul6zového chromatografického
papiru. Papiry byly uloZzeny do hlinikového kolecka. Na disk bylo aplikovano 0,1ml
vzorku slin a bylo pfidano 0,1 ml substratu, nasledovala inkubace pti pokojové teploté.
Denzita zabarveni byla méfena optickym analyzatorem, ktery obsahuje LED ( light —
emitting diode = svétlo emitujici dioda ) pti 460 nm a fotodetektor.

Vyhodou smési DAB + Guajakol je, Ze tato kombinace zvySuje enzymatickou
reakci 2-3x ve srovnani s pouzitim kazdého zvlast. Substrat DAB neni vhodné pouzivat
samotny z divodu, Ze se jim daji stanovit pouze nizké hladiny peroxidasové aktivity.
Hladina dapsonu do 2,2mM maé drobné inhibi¢ni u¢inky na aktivitu MPO a 95% inhibi¢ni
ucinek na aktivitu slinné peroxidasy. Proto se tedy pfidava k dvéma predeSlym substratim
— z diivodu, aby byla potlacena aktivita slinné peroxidasy a mohla byt zméfena aktivita
MPO. Tato metoda je citlivd, jednoducha a finanéné nenaro¢nd. Méteni MPO metodou
ELISA (jako screeningovym vySetfenim ) je nevhodné z diivodu, Ze ve skute¢nosti béhem
ELISA stanoveni ( kdy je méfena celkova - aktivni a inaktivni ) MPO muze interferovat
s HRP, ktera je konjugovana se sekundarni protilatkou. Dale mize interferovat s aktivitou
MPO, kterd byla zachycena protilatkami. Dalsi nevyhodou je, Ze peroxidasy jsou silné
adsorbovany z vodnych roztokt na sklo, sklovinu a bunécné povrchy.

Peroxidasa vyskytujici se v dutin€ ustni ptedstavuje komplex slozeny ze slinné

peroxidasy ( syntetizovana a sekretovana slinnymi zlazami ) a z myeloperoxidasy ( ta se
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sem dostava z leukocytii migrujicich do dutiny tustni). MPO je primarné skladovana
Vv neutrofilech a jeji funkci je nejen zabijeni nezddoucich mikroorganismu, ale také iniciace

a propagace akutnich a chronickych zanétlivych reakci. Tato metoda poukazuje na vyuziti

MPO jako biomarkeru paradontdzy. [15]

Obr. 8. Zastoupeni aktivity MPO ve slinach u osob s a bez paradontozy
1) MPO ( 40ng proteinu ) z lidskych leukocytt
2) 100 pl slin od pacienta s onemocnénim
3) 100 ul slin od zdravé osoby
4) Blank - 100 pl destilované vody

2.4.5. Voltametrické stanoveni aktivity HRP s pouZitim

3—-indoxylfosfatového substratu

Principem metody je pouziti 3-indoxylfosfatu jako elektrochemického substratu
pro méfeni aktivity HRP v roztoku. Na enzymatickou zménu substratu upozorni indigo
blue ( nerozpustné ve vodném roztoku ). Tento enzymaticky produkt je pfidanim dymavé
kyseliny sirové ( do reakéni smési ) rozpustén za vzniku elektroaktivniho detekovatelného

produktu indigo carmine ( = disodium 5,5 — indigotindisulfonat ). K detekci je pouzita

16



cyklickd voltametrie s pouzitim SPCEs ( screen-printed carbon elektrodes = uhlikové

tisténé elektrody ).

H.-OnjpH 5,
3qp indigo blue

Obr. 9. Popis redoxni reakce katalyzované HRP

H
M

H,50,

I=

INDIGO BLUE

HO5S

INDMGO CARMINE

Obr. 10. Reakce vzniku Indigo carmine

Vyhodou této metody je rychlost, spravnost, pfesnost a jednordzové pouziti
SPCEs fesi problémy spojené s kontaminaci mezi vzorkem a usazeninami na detek¢nim
povrchu. Vyhodou je nizky detek¢ni limit a vysoka sensitivita. Indigo carmine je ve vodé
rozpustna sloucenina, kterd se hojné vyuziva v potravnim, farmaceutickém a kosmetickém

pramyslu ). [16]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

e 50mM pufr Tris/HCI s 0,1%Tritonem X-100 ( pH =8,00)
e 10mM OPD ( Sigma P1526 )

e 1ImM H,0;

e 4M H,SO4

e cytosol ( pfipraveny z homogenatu potkanich jater diferencni centrifugaci )
e 50mM pufr Tris/HCl/Igepal (pH =7,14)

e 0,2M H,0,

e 0,035M Guajakol

e 0,1M fosfatovy pufr (pH=7,4)

e redestilovand voda

e led

3.2. Pomiicky a pristrojové vybaveni

kadinky

mikrozkumavky

poloautomatické pipety

Spicky

96-jamkové mikrotitracni desticky

jehlicky na propichovani bublinek

1zicka

nadoba na led

analytické vahy Scaltex

pH metr Variomag

o tiepacka

e Thermomixer comfort ( Eppendorf 1 MTP )
e (tecka Bio-Rad model 550 Microplate reader

o digestor
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3.3. Priprava pracovnich roztoku

1. Pufr — Tris/HCI 50mM s 0,1% Tritonem X-100, pH = 8,00, byl pfipraven
nasledujicim zptsobem:
a) Vypocet navazky Tris ; M, ( Tris ) = 121,1 g/mol; ¢ = 50mM
m=c.V.M
m=0,05.05.1211
m = 3,0275 ¢

Toto mnozstvi bylo rozpusténo v malém mnozstvi redestilované vody.

b) Piiprava 1M HCI [ 100 ml ]; 35% HCI; M, ( HCI ) = 36,47 g/mol; p = 1,18 g/cm® ;
c=1M;V =100 ml

m=c.V.M 3,647g...... 100% V=m/lp
m=1.0,1.36,47 Xg tierinnnn 35% V=10,42/1,18
m = 3,647g x=10,42¢ V =8,83ml

8,83 ml 35% HCI bylo dopInéno do 100 ml redestilovanou vodou.

c) Piiprava smési Tris/HCI o pH = 8,00 [ 500 ml ]

Do kadinky byl nalit obsah viz krok a). Nasledovalo postupné pifidavani 1M HCI az
do upravy pH na 8,00 ( pribézné méteni pH na pH metru ). Odmérna banka byla

doplnéna na 500 ml redestilovanou vodou. Obsah batiky byl promichén.

d) Ptiprava pufru [ 100 ml ]

Bylo smichano - 99,9 ml smési Tris/HCl/redestilované vody

- 0,1 ml 100% Tritonu X - 100

2. Priprava substratu OPD
a) ptiprava ImM H,0, z 29% H,0, (M, =34 g/ mol)

29% oeininnnnn. 29g...cnn... 100ml
ImM............ 34mg....... 1000ml
ImM............ 3,4mg....... 100ml
ImM........... 0,0034g....... 100ml
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290G, o, 100ml H,0, Tris (= H,0)
0,0034g......... 100ml 29 0
0,0034
0,0034 28,9966

0,0034 : 28,9966 = 0,00034 ml H,O; : 2,89966 ml Tris
Bylo smichano 0,34ul H,O, a 2899,66ul pufru ( Tris/HCI/Triton X - 100 ).

b) Vypodcet navazky OPD
M; (OPD ) =181 g/mol ;c=10mM;V =2 ml
m=c.V.M
m=0,01.0,002 . 181

m = 0,00362 g
Skutecna navazka OPD byla 0,00378g

C) Priprava substratu — byla smichana navazka OPD se 2 ml ImM H,0; .

3. Piiprava 4M H,SO4 [ 250 ml ]; 97% H,SO4; M (H2SO, ) = 98,08 g/mol;
p =1,8364 g/cm® ; c = 4M; V = 250 ml

m=c.V.M 98,08g ...... 100% V=m/p
m=4.0,25.98,08 XEovrrnnn 97% V=101,11/1,8364
m =98,08 g x=101,11¢g V =55,06 mi

55,06 ml 97% H,SO4 bylo doplnéno do 250 ml redestilovanou vodou

4. Priprava fosfatového pufru 0,1M ; pH = 7,4 ( pouZiti na fedéni vzorku )

a) Priprava 0,1M Na,HPO, .12H,0 - Navazka 35,8¢g byla smichana s 1000ml

redestilované vody

b) Piiprava 0,1M NaH,PO, . 2H,0 - Navazka 3,9g byla smichana s 250 ml

redestilované vody
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c¢) Oba roztoky byly slity dohromady za stalého michani ( elektricka michacka )

a kontrolovani hodnoty pH.

5. Pufr — Tris/HCl/Igepal 50mM , pH = 7,14 byl piipraven nasledujicim zptisobem :
a) Vypocet navazky Tris; M, ( Tris ) = 121,1 g/mol; ¢ = 50mM

m=c.V.M

m=0,05.05.121,1

m = 3,0275 ¢

Toto mnozstvi bylo rozpusténo v malém mnozstvi redestilované vody.

b) Piiprava 1M HCI [ 100 ml ]; 35% HCI; M, ( HCI ) = 36,47 g/mol; p = 1,18 g/cm® ;
c=1M;V =100 ml

m=c.V.M 3,647g ...... 100% V=mlp
m=1.0,1.36,47 XEorernnnn 35% V=1042/1,18
m = 3,647g x = 10,429 V =8,83ml

8,83 ml 35% HCI bylo doplnéno do 100 ml redestilovanou vodou

c) Piiprava smési Tris/HCl o pH = 7,14 [ 500 ml ]

Do kadinky byl nalit obsah viz krok a). Néasledovalo postupné ptidavani 1M HCl az
do upravy pH na 7,14 ( pribézné méteni pH na pH metru ). Odmérna banka byla

doplnéna na 500 ml redestilovanou vodou. Cely obsah banky byl promichén.

d) Ptiprava pufru [ 100 ml ]

Bylo smichano - 99,9 ml smési Tris/HCl/redestilované vody

- 0,1 ml Igepalu

6. Priprava substratu Guajakolu

a) Priprava 0,2M H,0; ; 29% H,0,; M, ( H,0, ) = 34 g/mol; ¢ = 0,2 mol / |

29% ... 29g ... 100ml 29¢ ......100 ml
0,2M ....... 6,8¢ ......... 1000ml 0,68¢ . .....100 ml
0,2M ...... 0,68¢ ....... 100 ml
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H,0, Tris

29 0
0,68

0,68 28,32

0,68 : 28,32 = 0,068ml H,0, : 2,832 ml Tris
Bylo smichano 68 ul H,O, a 2 832 ul Tris

b) Vypocet navazky Guajakolu; ¢ = 0,035 mol/l; M; = 124,1 g/mol; V =2 ml
m=c.V.M
m =0,035.0,002 .124,1

m = 0,008687 ¢

Pozn : Byla zvazena prazdna mikrozkumavka a postupné do ni bylo
pipetovano rizné mnozstvi Guajakolu, které bylo opétovné vazeno. Tak bylo

dosazeno poznatku, ze vypocitané mnozstvi odpovida ptiblizné 7,5 pl.

c) Piiprava substratu

Bylo smichano - 7,5 pl Guajakolu
- 1992,5 },tl 0,2 M H202

7. Vzorek byl piediedén fosfatovym pufrem v poméru 1 : 6

3.4. Popis pracovnich postupu

3.4.1. Stanoveni aktivity peroxidasy pomoci OPD
( O —fenylendiaminu dihydrochloridu )

3.4.1.1. Navod

Byl ptipraven pufr Tris/THCI 50mM s 0,1%Tritonem X-100, pH = 8,00. Dale byl
piipraven substrat smichanim slozek OPD ( Sigma P1526 ) 10mM; H,O, 1mM, ktery byl
rozpusStén v pufru ( substrat je nutno pfipravit vzdy Cerstvy tésné pied pouzitim ). Reakce

probihala v 96 - jamkové desti¢ce. Do 1 jamky bylo napipetovano 0,05 ml biologického
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vzorku a 0,05 ml substratu. Jako blank bylo pouzito 0,05 ml pufru Tris. Desticka byla
inkubovana 30 min pfi 37 °C a poté bylo do jamicek ptidano 0,025 ml stop ¢inidla - 4M

H,SO4. Na ¢tecce byla zméfena absorbance pti 490 nm.

Optimalizace metody :

1) Redéni cytosolu
2) Redéni substratu

3) Redéni peroxidu

3.4.1.2. Redéni cytosolu
Pracovni roztoky byly pfipraveny viz ptedchozi popis. Cytosol byl fedén fosfatovym
pufrem, pH = 7,4 podle Tab. 1.

Tab. 1. Redéni cytosolu fosfatovym pufrem, pH = 7,4

Oznaceni Cytosol Pufr

kepiku [p] (]
Vz1 300 0
\Vz2 240 60
\Vz3 180 120
\Vz4 120 180
\V/z5 60 240
\/z6 30 270
Vz7 15 285

Reagujici slozky byly napipetovany do mikrotitracni desticky podle Tab. 2.

Tab. 2. Schéma pipetovani reagujicich slozek do mikrotitraéni desticky

Sloupek ¢.
2 BL - 125 ul pufru Tris
Cytosol [ul] |Substrat [ul]

3 50 Vvz1 50
4 50 Vz2 50
5 50 Vz3 50
6 50 Vz4 50
7 50 Vz5 50
8 50 Vz6 50
9 50 Vz7 50
10 BL — 50 H,O 50
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Obsah desticky byl inkubovan 30 minut pii 37 °C. Po ub&hnuti inkuba¢ni doby bylo do

vSech jamicek pridano stop ¢inidlo - 25 pl H,SO4 a na ¢tecce byla zmétena absorbance pii

490 nm. Ziskané¢ hodnoty byly piepocitany na enzymovou aktivitu a vysledné hodnoty

byly spolu s jednotlivym mnozstvim cytosolu zaneseny do grafu.

Vypocet enzymové aktivity

A ( byly pouzity priimémé hodnoty po ode&teni blanku ); eopp = 1,1 mM™ .

l=1cm; V=50ul=5.107I; t =30 minut ( doba inkubace ) = 1800 s

Napt.: Vz7

A=¢.c.| n=c.V

0,761=11..1 n=0,692.5.10°

¢ = 0,692 mmol/l n =3,4.10° mmol = 3,4.10® mol

mol/s = 3,4.10® /1800 = 1,89.10™ kat = 18,9 pkat

3.4.1.3. Redéni substratu

1.

2

Pracovni roztoky byly ptipraveny viz ptedchozi popis. Substrat byl fedén pufrem

Tris/HCI/Triton X-100, pH = 8,00 podle Obr. 11.
Obr. 11. Redéni substratu pufrem Tris/HCl/Triton X — 100,pH = 8,00
S1 S2 S3 S4 S5 S6

5004l S1  500ulS2  500uS3  500u S4  500ul S5

I—’ ....’..N I—’ ...+.N I—’ ....’..N I—’ ....’..N I—’ ....’..&

Juuuuuy

ImlS 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul
Tris Tris Tris Tris Tris

Naredény substrat byl z mikrozkumavek dale pipetovan do mikrotitracni desticky

podle Tab. 3.
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Tab. 3. Schéma pipetovani reagujicich slozek do mikrotitraéni desti¢ky

Sloupek ¢.
2 BL - 125 ul Pufru Tris
Cytosol [ul] | Substrat [pl]

3 50 50 S;

4 50 50 S,

5 50 50 S3

6 50 50 S4

7 50 50 Ss

8 50 50 S

9 50 BL — 50ul H,O

Obsah desticky byl inkubovan 30 minut pii 37 °C. Po ub&hnuti inkuba¢ni doby bylo do
vSech jamicek piidano stop ¢inidlo - 25 ul H,SO4 a na étecce byla zmétena absorbance pii
490 nm. Ziskané hodnoty byly pfepocitany na enzymovou aktivitu. Déle byly vypocitany
koncentrace jednotlivych substrati a vysledné hodnoty byly spolu s enzymovou aktivitou
zaneseny do grafu.

Vypocet enzymové aktivity:

A ( byly pouzity primé&mé hodnoty bez ode&teni blanku ); gopp = 1,1 mM™ . cm™;

I=1cm;V =50 pul =5.10° | ; t = 30 minut ( doba inkubace ) = 1800 s

Napt. : 56

A=¢.c.l| n=c.V

0,128=1,1.c.1 n=0,116.5.10°

¢ =0,116 mmol/l n = 5,8.10° mmol = 5,8.10° mol

mol/s = 5,8.10° / 1800 = 3,2.10™* kat = 3,2pkat

Vypocet koncentrace substratu:

Copp = 10mM = 0,01M; mopp = 0,00385 g; M, (OPD ) =181 g/mol; Vopp =X ()
m=c.V.M

V=m/cV

V =0,00385/0,01. 181 =0,00213 |
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Ch202 =1 mM = 0,001 M; Vo2 = 2ml= 0,002 |

Copp - Vorp + CH202 - V202 = C (Vorp + V202 )
0,01.0,00213 + 0,001 . 0,002 = ¢ (0,00213 + 0,002 )
cs = 0,005642 mol/l = 5,642mM ( S1)

Napt : S2

Cs. Vs=Cs2 (Vs + Vs )
5,642 . 0,005 = 0,01cs;
Cs2= 2,821 mM

3.4.1.4. Redéni peroxidu
Pracovni roztoky byly pfipraveny viz vySe uvedeny popis. Peroxid byl

v mikrozkumavkach fedén pufrem Tris/HCl/Triton X-100, pH = 8,00 podle Tab. 4.

Tab. 4. Redéni peroxidu pufrem Tris/HCl/Triton X — 100, pH = 8,00

Oznaceni H->0, Tris

kepiku [wl] [ph]
P1 170 0
P2 160 10
P3 150 20
P4 140 30
P5 130 40
P6 120 50

Nasledné byla do kazdé mikrozkumavky ptidana smés OPD + pufr a promichéana na

tiepacce. Tato smés byla dale rozpipetovana do mikrotitracni desticky podle Tab. 5.

Tab. 5. Schéma pipetovani reagencii do mikrotitraéni desti¢ky

Sloupek ¢.
2 BL - 125 pl pufru Tris
Cytosol [ul] Substrat [ul]

3 50 50 P1

4 50 50 P2

5 50 50 P3

6 50 50 P4

7 50 50 P5

8 50 50 P6

9 50 BL — 50 ul H,0O
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Obsah desticky byl inkubovan 30 minut pti 37 °C. Po ub&hnuti inkubacni doby bylo

do vsech jamicek pridano stop ¢inidlo - 25 pl H,SO,4 a na ¢tecee byla zméfena absorbance
pii 490 nm. Ziskané hodnoty byly pfepocCitiny na enzymovou aktivitu. Dale byly
vypocitany koncentrace jednotlivych peroxidu a vysledné hodnoty byly spolu s enzymovou

aktivitou zaneseny do grafu.

Vypocet enzymové aktivity :

A ( byly pouzity priimérné hodnoty po ode&teni blanku ); gopp = 1,1 mM™ . cm™;

1=1cm;V =50 pl =5.10°I; t = 30 minut ( doba inkubace ) = 1800 s

Napt. : P6

A=¢.c.| n=c.V

0,154=11.c.1 n=0,14.5.10°

¢ =0,14 mmol/l n=7,0.10° mmol = 7,0.10° mol

mol/s =7,0.10° / 1800 = 3,9.10™ kat = 3,9pkat

Vypodet koncentrace peroxidu :

Napt.: P6
Ch202 = 1ImM CH202 - VH202 = Cps ( V202 *+ VTris )
1.0,00012 = 0,00017cpsg
Cps = 0,706 mM
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3.4.2. Stanoveni aktivity peroxidasy pomoci Guajakolu

( 1 - hydroxy — 2 — methoxybenzen )

3.4.2.1. Navod

Byl ptipraven pufr TrisfHCI 50 mM s Igepalem, pH = 7,14. Dale byl pfipraven
substrat smichanim slozek Guajakolu 0,035 M ( M, = 124,1 g/mol ) a H,O0, 0,2 M ( ktery
byl fedén pfipravenym pufrem ). Reakce probihala v 96 - jamkové desticce. Do 1 jamky
bylo napipetovano 0,05 ml biologického vzorku a 0,05 ml substratu. Jako blank bylo
pouzito 0,05 ml pufru Tris. Desticka byla inkubovana 30 min pii 37 °C a poté bylo do
jamicek ptidano 0,025 ml stop Cinidla - 4M H,SO,. Na ¢tecce byla zméfena absorbance pfi

595 nm.

Optimalizace metody :

1) Redéni cytosolu
2) Redéni substratu

3) Redéni peroxidu

3.4.2.2. Redéni cytosolu
Pracovni roztoky byly ptipraveny viz ptedchozi popis. Cytosol byl fedén fosfatovym
pufrem, pH = 7,4 podle Tab. 6.

Tab. 6. Redéni cytosolu fosfatovym pufrem, pH = 7,4

Oznaceni Cytosol Pufr
kepiku [p] [w]
Vz1 300 0
Vz 2 150 150
Vz 3 100 200
Vz 4 75 225
Vz5 60 240
Vz 6 50 250
Vz 7 45 270
Vz 8 35 245

Jednotlivé vzorky byly rozpipetovany do mikrotitraéni desticky podle Tab. 7.
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Tab. 7. Schéma pipetovani reagencii do mikrotitraéni desti¢ky

Sloupek ¢.
2 BL — 125 ul pufru Tris
Cytosol [ul] | Substrat [ul]

3 50Vz1 50
4 50Vz?2 50
5 50Vz3 50
6 50Vz4 50
7 50Vz5 50
8 50 Vz 6 50
9 50Vz7 50
10 50Vz8 50
11 BL - 50ul H,O 50

Obsah desticky byl inkubovan 30 minut pfi 37 °C. Po ub¢hnuti inkuba¢ni doby bylodo
vSech jamicek piidano stop ¢inidlo - 25 ul H,SO4 a na étecce byla zmétena absorbance pii
595 nm. Ziskané hodnoty byly piepocitany na enzymovou aktivitu a vysledné hodnoty

byly spolu s jednotlivym mnozstvim cytosolu zaneseny do grafu.

Vypocet enzymové aktivity :

A ( byly pouzity priimérné hodnoty po odecteni blanku ); egua; = 26,6 mM™.cm?;

1=1cm;V =50 ul =5.10" I; t = 30 minut ( doba inkubace ) = 1800 s

Napt. : Vz8

A=¢.c.l n=c.V

0,166 = 26,6 .c .1 n=0,00624 .5.10°

¢ =0,00624 mmol/l n=3,1.10" mmol = 3,1.10"° mol

mol/s = 3,1.10°/ 1800 = 1,7.10™** kat = 0,17 pkat
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3.4.2.3. Redéni substritu
Pracovni roztoky byly pfipraveny viz ptedchozi popis. Substrat byl fedén pufrem

Tris/HCl/Igepal, pH = 7,14 podle Tab. 8.

Tab. 8. Redéni substratu pufrem Tris/HCI/ Igepal, pH = 7,14

Oznaceni |Substrat | Pufr

kepiku [wl] [wl]
S1 160 0
S2 140 20
S3 120 40
S4 100 60
S5 80 80

Naredény substrat byl rozpipetovan do mikrotitracni desticky podle Tab. 9.

Tab. 9. Schéma pipetovani reagencii do mikrotitraéni desti¢ky

Sloupek ¢.
2 BL - 125 pl pufru Tris
Cytosol [ul] Substrat [pl]

3 50 50 S1

4 50 50 S2

5 50 50 S3

6 50 50 S4

7 50 50 S5

8 50 BL - 50 ul H,O

Obsah desti¢ky byl inkubovan 30 minut pti 37 °C. Po ubéhnuti inkubacni doby bylo do
vSech jamicek pridano stop ¢inidlo - 25 ul H,SO4 a na ¢tec¢ce byla zmétena absorbance pii
595 nm. Ziskané hodnoty byly piepocitany na enzymovou aktivitu. Dale byly vypocitany
koncentrace jednotlivych substrati a vysledné hodnoty byly spolu s enzymovou aktivitou

zaneseny do grafu.
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Vypocet enzymové aktivity :

A ( byly pouzivany primérné hodnoty po odecteni blanku ); ecua; = 26,6 mM?t.em?; 1=
1cm; V =50 pl =5.10° I; t = 30 minut ( doba inkubace ) = 1800 s

Napt. : S5

A=¢.c.l| n=c.V

0,072=26,6 .c.1 n=0,00271.5.10°

¢ = 0,00271 mmol/l n=1,35.10" mmol = 1,35.10™° mol

mol/s = 1,35.10™° / 1800 = 7,52.10"* kat = 0,075 pkat

Vypocet koncentraci substratu :

Ccual = 0,035'\/', Vguaj = 7,5.10-6 |; Ch2o2=0,2 M; cs = X ( moI/I)

Couas - Voual + CrH202 - V202 = € (Veuas + Vizoz )
¢s = 0,199 mol/l (S1)

Napt : S2

Cs. Vs =0Cs2 (Vs + Vriis )
0,199 . 0,00014 = 0,00016cs;
Cs2=0,174 mol/l

3.4.2.4. Redéni peroxidu
Pracovni roztoky byly pfipraveny viz vyse uvedeny popis. Peroxid byl

Vv mikrozkumavkach fedén pufrem Tris/HCl/Igepal pH = 7,14 podle Tab. 10.

Tab. 10. Redéni peroxidu pufrem Tris/HCl/Igepal, pH = 7,14

Oznaceni H,0, Pufr

kepiku [ph] [wl]
P1 34 0
P2 30 4
P3 26 8
P4 22 12
P5 18 16

Nasledné byla do kazdé mikrozkumavky pfiddna smé&s OPD + pufr a promichéna na
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tiepacce. Tato smés byla dale rozpipetovana do mikrotitra¢ni desticky podle Tab. 11.

Tab. 11. Schéma pipetovani reagencii do mikrotitraéni desticky

Sloupek ¢.
2 BL - 125 pl pufru Tris
Cytosol [ul] |Substrat [ul]

3 50 50 P1

4 50 50 P2

5 50 50 P3

6 50 50 P4

7 50 50 P5

8 50 BL - 50 ul H,O

Obsah desticky byl inkubovan 30 minut ptfi 37 °C. Po ubéhnuti inkubacni doby bylo do
vSech jamicek piidano stop ¢inidlo - 25 ul H,SO4 a na étecce byla zmétena absorbance pii
595 nm. Ziskané hodnoty byly pfepocitdny na enzymovou aktivitu. Dale byly vypocitany
koncentrace jednotlivych peroxida a vysledné hodnoty byly spolu s enzymovou aktivitou
zaneseny do grafu.

Vypocet enzymové aktivity :

A (' byly pouzity primérné hodnoty po odecteni blanku ); egua; = 26,6 mM™?.em?;
1=1cm;V =50 ul =5.10" I; t = 30 minut ( doba inkubace ) = 1800 s

Napt.: P5

A=¢.c.l| n=c.V

0,024=266.c.1 n =0,000902 . 5.10°

¢ = 0,000902 mmol/I n=45.10° mmol = 4,5.10™*! mol

mol/s = 4,5.10™ / 1800 = 2,5.10™ kat = 0,025 pkat

Vypocet koncentraci peroxidu :

Cr202=0,2 M
Napt.: P5

CH202 - VH202 = Cps ( V202 + VRIS )
0,2 .0,000018 = 0,000034cps

Cps = 0,106 mol/I
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4. VYSLEDKY

4.1. Pouziti substratu OPD

4.1.1. Optimalizace fedéni cytosolu

Byla zméfena absorbance riizn¢ nafedénych vzorecki cytosolu fosfatovym pufrem, pH =

7,4. Redéni bylo provedeno podle Tab. 1. a nasledovalo pipetovani slozek reakéni smési do

mikrotitracni destiCky podle Tab. 2. Méfeni probihalo na ¢tecce pfi 490 nm. Namétfené

hodnoty absorbanci viz. Tab. 12.

Tab. 12. Optimalizace fedéni cytosolu - Vysledky naméfenych hodnot absorbanci

Sloupek ¢. 3 4 5 6 7 8 9 10
2,104 | 2,034 | 1,926 | 1,837 | 1,456 | 1,221 1,159 | 0,263
2,110 | 2,069 | 2,031 | 1,845 | 1,558 | 1,125 1,041 | 0,312
2,196 | 2,119 | 2,081 | 1,828 | 1,548 | 1,232 1,026 | 0,260
2,229 | 2,048 | 1,912 | 1,795 | 1,566 | 1,333 | 0,906 | 0,253

Pramérné

hodnoty 2,160 | 2,068 | 1,988 | 1,826 | 1,532 | 1,228 1,033 | 0,272

Nameéfené hodnoty absorbanci byly zprimérovany a po odecteni blanku ( redestilovana

voda + substrat ) z nich byla vypocitana enzymova aktivita. Vysledky viz. Tab. 13.

Tab. 13. Optimalizace fedéni cytosolu — primérné hodnoty absorbanci po odeéteni blanku,

vypoctené hodnoty enzymové aktivity

Hodnoty absorbanci | Enzymova aktivita | MnoZstvi cytosolu
po odecteni blanku [ pkat ] (]

BL 0 0,0 0,0

Vz7 0,761 18,9 2,5

\Vz6 0,956 23,9 5,0

Vz5 1,260 31,7 10,0

Vz4 1,554 39,4 20,0

Vz3 1,716 43,3 30,0

Vz2 1,796 45,0 40,0

Vz1 1,888 47,2 50,0

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a z mnozstvi cytosolu, které bylo obsazeno

Vv jednotlivych vzoreccich byl sestrojen graf viz. Obr.12.
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Obr. 12. Znazornéni zavislosti vzristajici enzymové aktivity peroxidasy ( pKat ) na mnoZstvi

cytosolu (ul ) v méfené smési

4.1.2. Optimalizace Fedéni substratu

Byla zmétena absorbance rizné natedénych vzorecki substratu pufrem Tris/HCl/Triton X-
100, pH = 8,00. Redéni bylo provedeno podle Obr. 11. a nasledovalo pipetovani slozek

reak¢éni smési do mikrotitracni destiCky podle Tab. 3. Méfeni probihalo na ctecce pii 490

nm. Namétené hodnoty absorbanci viz. Tab. 14.

Tab. 14. Optimalizace fedéni substratu — vysledky naméfenych hodnot absorbanci

Sloupek ¢. 3 4 5 6 7 8 9
0,519 | 0,356 | 0,220 | 0,160 0,143 0,130 | 0,169
0,920 | 0,342 | 0,229 | 0,185 0,143 0,112 | 0,181
0,571 | 0,336 | 0,212 | 0,170 0,147 0,143 | 0,175
0,844 | 0,345 | 0,209 | 0,175 0,149 0,128 | 0,173

Praimérné

hodnoty 0,714 | 0,345 | 0,218 | 0,173 0,146 0,128 | 0,178

Nameétené hodnoty absorbanci byly zprimérovany, ale z divodu, Ze byla hodnota

blanku ( redestilovana voda + cytosol ) vyssi nez n¢které hodnoty u méfenych vzork,
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nebyl blank od vzorkii odecitdn. Ze ziskanych hodnot absorbanci byla vypocitana

enzymova aktivita a dale byly vypocitany jednotlivé koncentrace rtzné fedénych

vzorecku substrati. Vysledky viz. Tab. 15.

Tab. 15. Optimalizace fedéni substratu — primérné hodnoty absorbanci, vysledky vypoétl enzymové

aktivity a koncentraci substrati

Primérné hodnoty | Enzymova aktivita | Koncentrace substratu
absorbanci [ pkat ] [mM]

BL 0,178 0,0 0,00

S6 0,128 3,2 0,18

S5 0,146 3,7 0,35

S4 0,173 4,4 0,71

S3 0,218 5,5 1,41

S2 0,345 8,7 2,82

S1 0,714 18,0 5,64

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a koncentraci substratii v jednotlivych

vzoreccich byl sestrojen graf viz. Obr. 13.
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Obr. 13. Znazornéni zavislosti vzristajici enzymové aktivity peroxidasy ( pKat ) na koncentraci

substratu ( mmol/l ) v méfené smési
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4.1.3. Optimalizace fedéni peroxidu

Byla zméfena absorbance riizné nafedénych vzoreckt peroxidu pufrem Tris/HCl/Triton X-
100, pH = 8,00. Redéni bylo provedeno podle Tab. 4. a nasledovalo pipetovani slozek
reak¢éni smési do mikrotitracni desticky podle Tab. 5. Méfeni probihalo na ctecce pti 490

nm. Namétené hodnoty absorbanci viz. Tab. 16.

Tab. 16. Optimalizace fedéni peroxidu — naméfené hodnoty absorbanci

Sloupek ¢. 3 4 5 6 7 8 9

1,016 | 0,864 | 0,751 | 0,441 | 0,279 | 0,371 | 0,166
0,920 | 0,747 | 0,384 | 0,670 | 0,368 | 0,300 | 0,180
1,080 | 0,877 | 0,793 | 0,228 | 0,492 | 0,329 | 0,158
0,965 | 0,736 | 0,441 | 0,467 | 0,321 | 0,260 | 0,141

Prumérné
hodnoty 0,995 | 0,806 | 0,592 | 0,452 0,365 0,315 0,161

Nameéfené hodnoty absorbanci byly zprimérovany a po odecteni blanku (redestilovana
voda + cytosol ) z nich byla vypocitana enzymova aktivita a dale byly vypo¢itany
jednotlivé koncentrace riizné fedénych vzoreckl substrat. Vysledky viz.

Tab. 17.

Tab. 17. Optimalizace fedéni peroxidu — hodnoty absorbanci po ode¢teni blanku, vypocitané hodnoty

enzymové aktivity a koncentraci peroxidu

Hodnoty absorbanci | Enzymova aktivita | Koncentrace peroxidu
po odecteni blanku [ pkat ] [mM]

BL 0 0,0 0

P6 0,154 3,9 0,706

P5 0,204 5,0 0,765

P4 0,291 7,2 0,824

P3 0,431 10,8 0,882

P2 0,645 16,4 0,941

P1 0,834 21,1 1,000

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a koncentraci peroxidil v jednotlivych

vzoreccich byl sestrojen graf viz. Obr. 14.
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4.2. Pouziti substratu Guajakolu

4.2.1. Optimalizace Fedéni cytosolu

Byla zmétena absorbance rizné natfedénych vzoreckl cytosolu fosfatovym pufrem, pH =
7,4. Redéni bylo provedeno podle Tab. 6. a nasledovalo pipetovani slozek reakéni smési do

mikrotitracni desticky podle Tab. 7. Méfeni probihalo na ¢tecce pii 595 nm. Naméiené

hodnoty absorbanci viz. Tab. 18.

Tab. 18. Optimalizace fedéni cytosolu - naméfené hodnoty absorbanci

Sloupek ¢. 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1,506 |0,882|0,593|0,491|0,338| 0,281 | 0,220 | 0,176 | 0,002
1,4990,880| 0,605 |0,455| 0,359 | 0,308 | 0,217 | 0,169 | 0,002
1,448 10,893|0,610| 0,496 | 0,336 | 0,308 | 0,219 | 0,158 | 0,002

Pramérné

hodnoty 1,484 0,885 | 0,603 | 0,481 | 0,344 | 0,299 | 0,219 | 0,168 | 0,002

Nameétené hodnoty absorbanci byly zprimérovany a po odecteni blanku ( redestilovana

voda + substrat ) z nich byla vypocitana enzymova aktivita. Vysledky viz. Tab. 19.

Tab. 19. Optimalizace fedéni cytosolu — primérné hodnoty absorbanci po odecteni blanku, vypoétené

hodnoty enzymové aktivity

Hodnoty absorbanci | Enzymova aktivita | MnoZstvi cytosolu

po odecteni blanku [ pkat ] [pel]
BL 0 0 0
Vz 8 0,166 0,17 5,8
Vz7 0,217 0,23 7,5
Vz 6 0,297 0,31 8,3
Vz5 0,342 0,36 10,0
Vz 4 0,479 0,50 12,5
Vz3 0,601 0,63 16,7
Vz2 0,883 0,92 25,0
Vz1 1,482 1,54 50,0

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a z mnoZzstvi cytosolu, které bylo obsazeno

Vv jednotlivych vzoreccich byl sestrojen graf viz. Obr. 15.
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Obr. 15. Zobrazeni zavislosti vzrustajici enzymové aktivity peroxidasy ( pKat ) na mnozstvi

cytosolu ( ul) v méfené smési

4.2.2. Optimalizace fedéni substratu

Byla zméfena absorbance rtizné nafedénych vzoreckl substratu pufrem Tris/HCI/Igepal,
pH = 7,14. Redéni bylo provedeno podle Tab. 8. a nasledovalo pipetovani slozek reakéni
smési do mikrotitracni desticky podle Tab. 9. Méfeni probihalo na ¢tecce pti 595 nm.

Nameétené hodnoty absorbanci viz. Tab. 20.

Tab. 20. Optimalizace fedéni substratu - naméfené hodnoty absorbanci

Sloupek ¢. 3 4 5 6 7 8

0,440 | 0,441 | 0,409 | 0,400 | 0,364 | 0,319
0,448 | 0,432 | 0,425 | 0,411 | 0,402 | 0,316
0,444 | 0,443 | 0,412 | 0,401 | 0,399 | 0,314

Primeérné
hodnoty 0,444 | 0,439 | 0,415 | 0,404 | 0,388 | 0,316

39



Namétené hodnoty absorbanci byly zprimérovany a po odecteni blanku ( redestilovana

voda + cytosol ) znich byla vypocitina enzymova aktivita a dale byly vypocitany

jednotlivé koncentrace rizné€ fedénych vzoreckl substratt. Vysledky viz. Tab. 21.

Tab. 21. Optimalizace fedéni substratu — primérné hodnoty absorbanci po odeéteni blanku,

vypocitané hodnoty enzymové aktivity a koncentrace substratu

Hodnoty absorbanci | Enzymova aktivita | Koncentrace substratu
po odecteni blanku [ pkat ] [ mol/l ]

BL 0 0 0

S5 0,072 0,075 0,100

S4 0,088 0,092 0,124

S3 0,099 0,103 0,146

S2 0,122 0,127 0,174

S1 0,128 0,134 0,199

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a koncentraci substratii v jednotlivych

vzoreccich byl sestrojen graf viz. Obr. 16.
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Obr. 16. Zobrazeni zavislosti vzrustajici enzymové aktivity peroxidasy ( pKat ) na koncentraci

substratu ( mol/l ) v métené smési
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4.2.3. Optimalizace Fedéni peroxidu

Byla zméfena absorbance rtizné natedénych vzoreckl peroxidu pufrem Tris/HCl/Igepal,
pH = 7,14. Redéni bylo provedeno podle Tab. 10. a nasledovalo pipetovani slozek reakéni
smesi do mikrotitraéni desticky podle Tab. 11. Méieni probihalo na ¢tecce pfi 595 nm.

Namétené hodnoty absorbanci viz. Tab. 22.

Tab. 22. Optimalizace fedéni peroxidu - naméfené hodnoty absorbanci

Sloupek ¢. 3 4 5 6 7 8

0,289 | 0,290 | 0,259 | 0,256 | 0,256 | 0,246
0,238 | 0,261 | 0,282 | 0,274 | 0,252 | 0,223
0,276 | 0,320 | 0,252 | 0,234 | 0,226 | 0,192

Primeérné
hodnoty 0,268 | 0,290 | 0,264 | 0,255 | 0,245 | 0,220

Nameétené hodnoty absorbanci byly zprimérovany a po odecteni blanku ( redestilovana
voda + cytosol ) z nich byla vypocitana enzymova aktivita a dale byly vypocitany

jednotlivé koncentrace riizné fedénych vzoreckl peroxidi. Vysledky viz. Tab. 23.

Tab. 23. Optimalizace fedéni peroxidu — praimérné hodnoty absorbanci po odecteni blanku,

vypocitané hodnoty enzymové aktivity a koncentrace peroxidu

Hodnoty absorbanci | Enzymova aktivita | Koncentrace peroxidu
po odecteni blanku [ pkat] [ mol/l ]

BL 0 0,000 0,00

P5 0,024 0,025 0,11

P4 0,034 0,035 0,13

P3 0,044 0,046 0,15

P2 0,070 0,073 0,18

P1 0,047 0,049 0,20

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a koncentraci peroxidi v jednotlivych

vzoreccich byl sestrojen graf viz. Obr. 17.
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5. DISKUSE

Cilem bakalafské prace bylo v dostupné literatuie nalézt metody pro stanoveni
peroxidas a vybrat dvé jednoduché metody, které by mohly byt vyuzivany na Katedie
biochemickych véd FaFUK.

Ukolem experimentalni asti bakalaiské prace bylo srovnani dvou vybranych
metod pro stanoveni aktivity peroxidas. Kazdd metoda vyuziva odliSny substrat. Aktivita
peroxidas byla testovana v cytosolu ziskaného z potkanich jater. Ulohu donord elektrond
predstavovaly substraty O-fenylendiamin dihydrochlorid (OPD) v jedné metodé a guajakol
(1-hydroxy-2-methoxybenzen ) v druhé metodé. Inkubace reakénich smési u obou metod
probihala v mikrotitra¢nich destickach. Po skon¢eni inkubace bylo mnozstvi oxidacnich
produktt stanoveno spektrofotometricky. Ze znamych molarnich absorp¢nich koeficientd
byly vypocitany aktivity peroxidas.

Prvnim substratem byl OPD ( o-fenylendiamin dihydrochlorid ). Je to krystalicka
latka bilé barvy. Je fazena mezi substraty vhodné k pouziti u ELISA metod. Kone¢ny
produkt ma oranzové hnédou barvu a vykazuje v UV/VIS spektru absorpéni maximum pfi
490 nm. Ptiprava samotného substratu byla ztizena navazovanim velmi malého mnozstvi
této latky. Hodnota na analytickych vahach se stidle ménila pravdépodobné z diivodu, Ze na
sebe OPD vaze vodu.

Druhym pouzivanym substratem byl guajakol. Je to bezbarva kapalina silné
pachnouci, proto bylo nutné pracovat s nim po celou dobu v digestofi. Stejné jako u jiz
zminovaného OPD, zde dochéazelo k ur¢itym problémim, co se tyfe navaZovani.
Z divodu, Ze se jednd o kapalinu té¢kavou se hmotnost navazky na analytickych vahach
rychle ménila. Bylo nutné pii vazeni guajakol pipetovat do piedem zvazené
mikrozkumavky, ktera byla ihned pevné uzaviena.

V obou testovanych metodach zdrojem chyb mulZe byt i pfiprava ImM H,0;
Z diivodu velmi malého mnozstvi peroxidu, se kterym se zde pracuje. Vzhledem k nizké
stabilit¢ musi byt substrat vzdy ptipravovan Cerstvé pred métenim.

Jednim z ukoll bakalatfské prace bylo pro obé metody stanoveni peroxidas najit optimalni
sloZeni reak¢éni smési. Bylo postupné ménéno mnozstvi jednotlivych slozek reakéni smési
cytosolu, substratu nebo peroxidu a metrena aktivita peroxidas.

U metody s OPD, aktivita peroxidas s rostoucim mnozstvim cytosolu linearné

rostla pouze v rozsahu 0-15 pl cytosolu na jamku. Dal$im zvySovanim mnozstvi cytosolu
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Jiz zvySeni aktivity peroxidas bylo mén¢ vyrazné. Pii pouziti guajakolu jako substratu byla
zavislost aktivity peroxidas na mnozstvi cytosolu linearni v celém testovaném rozsahu

( 0-50 ul cytosolu na jamku). Pti testovani enzymovych aktivit je vhodné pouzit satura¢ni
koncentrace substrati. Sledovali jsme tedy zéavislost aktivity peroxidas na koncentraci
OPD ( nebo guajakolu) a koncentraci peroxidu vodiku. BohuzZel, ve zvoleném rozsahu
testovanych koncentraci byl prubéh zavislosti aktivity peroxidas na koncentraci OPD 1
guajakolu linearni. Zavislost aktivity peroxidas na koncentraci peroxidu vodiku dokonce
vykazovala exponencidlni prubéh. Navic bylo zjisténo, ze nelze pouzit peroxid o vysSich
koncentracich ( napt. 1M ) nebot’ poté smés bouflivé vybubld z jamicek mikrotitracni
desticky, spoji se jejich obsah a naméfené hodnoty jsou zcela zkresleny.

Pfi porovnani hodnot aktivit naméfenych pomoci OPD a pomoci guajakolu je
ziejmé, Ze pti pouziti substratu OPD byla aktivita vyrazné vyssi nez pii pouziti substratu
guajakolu. Napft. v reakcnich smésich s 50 pl cytosolu byla aktivita peroxidas vi¢i OPD
47,2 pkat, zatimco vuci guajakolu jen 1,54 pkat. Podobné tomu bylo i u reakénich smési
$50 pl nefedéného substratu, kde byla aktivita peroxidas vic¢i OPD 18,0 pkat, vuci
guajakolu pouze 0,134 pkat. A v neposledni fadé u reakcénich smési s 50 ul nefedéného
peroxidu, byla namétena aktivita peroxidas vic¢i OPD 21,1 pkat a viuc¢i guajakolu 0,049
pkat. Z téchto vysledki je zfejmé, Ze peroxidasy v potkanim cytosolu preferuji jako

substrat OPD.
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6. ZAVER

Zavérem lze shrnout, ze v literarnich zdrojich byla nalezena fada metod pro
stanoveni peroxidas v rizném biologickém materidlu. Pro testovani byly vybrany dvé
nejjednodussi metody. Obé¢ testované metody pro stanoveni peroxidas vsak lze pouzit jen
omezeng. Problematicka je piiprava roztoka substrath o presné koncentraci, coz jesté vice
komplikuje skutecnost, ze stanoveni aktivit neprobiha v satura¢nich koncentracich
substratu. Obé metody lze proto doporucit pouze pro piedbézné testovani pritomnosti
peroxidas v biologickych vzorcich a nikoli pro pfesné kvantitativni stanoveni aktivit ¢i pro

vypocet kinetickych parametra peroxidas.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

OPD
ELISA
GPX
cGSHPx
eGSHPx
pGSHPx
MPO
HRP
TPO
TSH
TMB
UV

VIS
HPLC

DAB
DEAE
LED
3-1P
SPCEs

o—fenylendiamin dihydrochlorid

enzyme-linked immuno sorbent assay

glutathionperoxidasa

gluthationperoxidasa nachazejici se v cytoplazmé
gluthationperoxidasa nachazejici se v extracelularni tekutiné
fosfolipidova gluthationperoxidasa

myeloperoxidasa

horseradish peroxidase = kienova peroxidasa
thyroperoxidasa

thyreotropin

3,5,3'5'-tetramethylbenzidin

ultrafialové spektrum svétla

viditelné spektrum svétla

high performance liquid chromatography = vysokot¢inna kapalinova
chromatografie

3,3'-diaminobenzidin

diethylaminoethyl

light — emitting diode = svétlo emitujici dioda
3-indoxylfosfat

screen-printed carbon elektrodes = uhlikové tisténé elektrody

indigo carmine
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