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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Lenka Sulanova

Skolitel: Doc. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni aktivit peroxidas a jejich porovnani u raznych

helminta

Cilem diplomové prace bylo vyhledat v dostupné literatufe jednoduché metody pro
stanoveni peroxidas, vybranou metodu zavést, optimalizovat a porovnat s metodou na
pracovisti jiz pouzivanou. V metodé, kterou jsem zvolila, byl jako substrat vyuzivan
3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). Tuto metodu jsem optimalizovala a porovnavala
s diive pouzivanou metodou se substratem O-fenylendiaminem dihydrochloridem
metoda s OPD. Ob¢ metody jsem nasledné¢ vyuzila na stanoveni aktivit peroxidas
v subcelularnich frakcich dvou druhli helminti: motolice kopinaté a vlasovky slézové.
Zjistila jsem, ze aktivity peroxidas jsou vy$$i u vlasovky slézové nez u motolice
kopinaté. Rozdilné aktivity peroxidas vykazovaly subcelularni frakce u kmenii vlasovek
citlivych a rezistentnich na anthelmintika. Pfi ex vivo kontaktu motolice s anthelmintiky
(albendazol a albendazolsulfoxid) doslo k ovlivnéni aktivity peroxidas. Z testovanych
inhibitorti peroxidas pisobil inhibicné na peroxidasy helmintli merkaptosukcinat,

zatimco sylicylhydroxamova kyselina peroxidasy helmintli neinhibovala.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Lenka Sulanova

Supervisor: Doc. RNDr. Lenka Skélova, Ph.D.

Title of diploma thesis: The assay of peroxidases activities and their comparison in

various helminths

The aim of diploma thesis was to search for simple methods for determination of
peroxidases activities, to choose a suitable method, optimize it and compare it with the
method used in the workplace. The 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) has been used
as a substrate in selected technique. I have optimized this method and compared it with
the formely applied method using substrate O-phenylenediamine dihydrochloride
(OPD). Method working with TMB is more precise, more comfortable but more
expensive than method using OPD. I have applied both of methods for assay of
peroxidases activities in the subcellular fractions of the two species of helminths:
Dicrocoelicum dendriticum and Haemonchus contortus. 1 found out that activities of
peroxidases are higher at Haemonchus contortus than at Dicrocoelicum dendriticum.
Different activities of peroxidases were observed in the subcellular fractions of the
Haemonchus contortus strains sensitive and resistant to anthelmintics. The ex vivo
contact of Dicrocoelicum dendriticum with anthelmintics (albendazole and albendazole
sulfoxide) influenced the activity of peroxidases. From tested inhibitors of peroxidases,
the mercaptosuccinate inhibited peroxidases at helminths whereas the

salicylhydroxamic acid had no effect.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Uloha volnych radikalii v organismu

Voln¢é radikaly jsou atomy, molekuly, nebo ionty schopné samostatné existence, které
maji ve své valen¢ni sféfe jeden nebo vice neparovych elektronti. Snazi se proto ziskat
dalsi elektron a doplnit si tak elektronovy par do stabilni konfigurace. Navazuji se
extrémné¢ rychle na jinou strukturu, které elektrony predavaji nebo ji elektrony odnimaji.
Odnimanim nebo pfijimanim elektronu dal$imi molekulami dochéazi k tvorbé dalSich
reaktivnich ¢éstic. Radikélova reakce Casto pokraCuje za vzniku dalSich reaktivnich
produkti. Ukonceni radikélovych reakci nastane pii setkani dvou molekul s neparovymi
Nejcastéji se objevujicim radikdlem v organismu je pravdépodobné superoxidovy anion
(SA). Vznikad jedno elektronovou redukei kysliku. V zévislosti na prostiedi ma
oxidacni 1 redukéni Uc€inky. Jedna se o nestabilni molekulu, kterd v organismu rychle
podléha dismutaci (jeho dvé molekuly si mohou piedavat elektrony vzajemné), jejimz
produktem je peroxid vodiku (H,O,). Ten je relativn¢ stabilni a pronik4 v télnich
tekutinach 1 na znacnou vzdalenost. S biologickymi molekulami reaguje relativné
pomalu. V pfitomnosti dvoumocného zeleza vytvaii vysoce toxicky hydroxylovy
radikal (OH"). OH® je velmi silné oxidaéni ¢inidlo schopné oxidovat baze v nukleovych
kyselinach, aminokyseliny, cukry i nenasycené mastné kyseliny v lipidech. Trojmocné
zelezo vznikajici pfi reakci muze byt redukovano SA, ¢imz se kruh pro dalsi prabch
uzavird. DalSim ptikladem jsou peroxynitrit, kyselina chlorna (HOCI) atd. Organismy
vyuzivaji volné radikaly k niceni fagocytovanych mikroorganismi, pifi ovulaci a
oplodnéni vajicka, maji signalizatni vyznam v buiice, ale na druhé stran¢ mohou
organismus vazn¢ poskodit. Mohou napadat lipidy v lipoproteinech a bunécnych
membranach, nukleové kyseliny, sacharidy, bilkoviny, enzymy a to mulze vést
k té¢Zkému poskozeni tkdni, organii a ke vzniku riznych onemocnéni jako jsou napf.
ateroskler6za, diabetes mellitus, zhoubné novotvary, zénéty aj. Proto organismus
vyvinul G¢inné mechanismy obrany proti volnym radikdliim znamé jako antioxidacni
ochrana, mezi jejiz slozky se fadi 1 peroxidasy. Oxida¢ni stres pifedstavuje poruSeni
rovnovahy mezi vznikem a odstranovanim reaktivnich forem kysliku. Je vyvolan

zvySenou tvorbou kyslikovych radikalli nebo sniZzenim kapacity antioxidacni ochrany.



Se zvySujicim se vékem tvorba reaktivnich forem kysliku stoupd, zatimco kapacita
antioxidacnich systému klesd (Murray, 1998, Racek a Holecek, 1999, GHC Genetics,
2010).
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Obr. 1. Obrana proti ROS A) Schematické znazornéni procest vedoucich ke tvorbé ROS a k obrané proti

nim B) Antioxidacni enzymy, které se i€astni ochrany proti ROS (Henkle-Diihrsen a Kampkétter, 2001).

1.2. Vlastnosti peroxidas

Peroxidasy jsou enzymy, které se fadi do skupiny oxidoreduktas. Jejich pfitomnost byla
prokdzana v rostlinach, mléce, erytrocytech, leukocytech, trombocytech a dalSich
tkanich. Jejich prosthetickou skupinou je hem. Pfi reakcich katalyzovanych
peroxidasami je peroxid vodiku redukovan za soucasné oxidace jiné¢ho substratu. Tim je
predchdzeno akumulaci peroxidu, produkci volnych radikal, poSkozeni membréan ¢i
vzniku aterosklerdézy nebo rakoviny. Tyto enzymy mohou oxidovat i nékteré cizorodé
latky - xenobiotika. Peroxidasy se déli na specifické (potiebuji k reakci urcity substrat)
a nespecifické (oxiduji vice riznych substratd). Uzivaji se pfi metodach ELISA ke
znaceni antigenu nebo protildtky a v mnoha dalSich enzymatickych stanovenich, pfi

nichz vznika peroxid vodiku (Murray, 1998, Kodicek, 2004).



1.3. Vyznamné peroxidasy

Glutathionperoxidasa (GPx) je enzym, ktery katalyzuje Stépeni peroxidu vodiku a
soucasnou oxidaci cystein obsahujiciho glutathionu. Je to tetramerni glykoprotein
obsahujici selen (pravé na pfitomnosti selenu zavisi antioxidaéni funkce GPx)
v aktivnim misté¢ molekuly. Vyskytuje se ve tfech riznych formach (izoenzymech - je
mozné je odliSit imunochemicky), které se 1iSi substratovou specifitou a umisténim
v bunice. Prvni typ se nachazi v cytoplazmé buné¢k, druhy v extracelularni tekuting a treti
typ je vazan v membran¢ - fosfolipidova glutathionperoxidasa, tento typ redukuje kromé
peroxidu vodiku i lipidové hydroperoxidy (LHP), které pfeméinuje na piislusné
hydroxylové derivaty lipida. Tim chrani fosfolipidy bunéénych membran a pteruSuje
fetézovou reakci poskozeni lipidii volnymi radikadly (Racek a Holecek, 1999,
Wikipedial).

Myeloperoxidasa (MPO) je obsazena v azurofilnich granulech neutrofilnich
granulocytli, v lysozomech monocytii a makrofagu. Uplatiiuje se pii fagocytéze jako
latka schopna zabijet bakterie, plisn¢, parazity a nddorové bunky. Katalyzuje reakci
peroxidu vodiku s chloridovymi ionty. Vznik4 pfi tom latka s mohutnym oxida¢nim
ucinkem - kyselina chlornd, kterd umozni vznik dalSich reaktivnich forem kysliku -
hydroxylovy radikal, singletovy kyslik. Pfi nadmérné tvorbé kyseliny chlorné dochazi
k chloraci bilkovin (vznikaji chloraminy), syntéze cholesterolu a muze byt zahajen
proces lipoperoxidace. MPO je tetramer obsahujici dva tézké a dva lehké fetézce. Kazdy
z téchto fetézci vaze jednu molekulu hemu. Hemovy pigment zplsobuje zelené
zabarveni sekretu neutrofild, jako je hnis nebo sliz. Jsou zndmy 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 metodach jako je napf.
sandwich ELISA (Racek a Holecek, 1999, Wikipedia2).

Kienova peroxidasa (HRP) je pfitomna v kienu. V molekularni biologii se vyuziva jeji
schopnosti zesilit slaby signal a zvysit odhalitelnost cilové molekuly. Pouziva se
k ur€éeni malych mnozZstvi specifickych proteini ve western blot dale v ELISA
metodacha v imunohistochemii. Vyhodou HRP je jeji velikost - je mensi, stabilnéjsi a
levnéjsi nez napt. alkalickd fosfatasa, kterou lze u téchto metod také pouzit (Sigma—

Aldrich, Wikipedia3).
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Askorbatperoxidasa je nejcastéji pfitomna u vyssich rostlin a také v fasach. Funkci je
detoxikace peroxidii za pouziti kyseliny askorbové jako substratu. Pro tuto reakci je
nezbytna ptitomnost hemu jako kofaktoru (Shigeoka et al., 2002, Wikipedia4).
Laktatperoxidasa se nachdzi v mléce. Ma antimikrobialni a antioxidac¢ni vlastnosti. Je
tepelné odolnd a Siroce se vyuziva jako indikator spravné ¢i Spatné pasterizace
(Wikipedial).

Thyroperoxidasa (TPO) se vyskytuje hlavné ve §titné zlaze, kde katalyzuje vclenéni
jodu do thyroglobulinu a naslednou produkci thyroxinu a trijédthyroninu. Tato reakce je
zprostfedkovana pomoci peroxidu vodiku. TPO je stimulovana thyrotropinem a
inhibovana thioamidovymi drogami napf. propylthiouracilem nebo methimazolem
(Wikipedia6).

Cytochrom c peroxidasa je ve vodé rozpustny enzym, ktery obsahuje hem. Je to
monomer. Poprvé byla izolovana z pekaiskych kvasinek. Kromé peroxidu reaguje i
sjinymi hydroperoxidy, ale v téchto pfipadech je reakce mnohem pomalejsi nez
s peroxidem vodiku (Wikipedia7).

Eosinofilova peroxidasa, je peroxiddza cytotoxicka vii¢i bakteriim (Wikipedia8).

1.4. Metody stanoveni peroxidas

1.4.1. Stanoveni aktivit peroxidas s pouZitim substratu
3,5,3'5'-tetramethylbenzidinu

Principem reakce je redukce peroxidu vodiku u¢inkem peroxidasy za soucasné oxidace
3,5,3'5'-tetramethylbenzidinu. Po inkubaci a ptidani stop Cinidla je méfena hodnota
absorbance vzniklého produktu na spektrometru. Vyhodou tohoto systému je stabilita
oxida¢niho produktu TMB pii kyselém pH. V této kolorimetrické metodé, pomoci které
je detekovana aktivita endogennich peroxidas v krvi nebo v primyslu pifi syntéze
barviv, se diive jako substrat pouzival benzidin, ale kvili karcinogennim vlastnostem
tohoto aromatického aminu je nyni nahrazovan bezpecnéjsim  3,5,3'5'-
tetramethylbenzidinem. Tento fakt a vysoka citlivost fadi TMB mezi vhodné
chromogenni substraty pouzivané v ELISA metodé. Metoda je charakterizovana

linearitou, spravnosti, pfesnosti, je spolehliva, finanén¢€ nendro¢nd a jednoducha.
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Obr. 2. Chemicka struktura TMB a jeho oxidac¢ni stavy (charge-transfer complex je v pribéhu oxidace

modie zabarven; di-imin zIut¢).

Tato metoda byla napt. vyuzita ve studii, kterd se zabyvala otdzkou zvyseni celkového
antioxida¢niho stavu piidanim jodidu k lidskému séru, protoze u nckterych pacienta
s degenerativnimi chorobami, ktefi byli léCeni solnymi roztoky s jédem byla ptitomna
zvySena aktivita plasmatické glutathionperoxidasy. Po pfidani Nal dochazelo ke zvySeni
peroxidasové aktivity ve srovnani s kontrolnim sérem (ke kterému se Nal neptidava).
Po ptfidani NaCl dochazi ke slabému poklesu peroxidasové aktivity ve srovnani

s kontrolnim sérem (Tatzber, 2003).
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1.4.2. Stanoveni aktivity peroxidas chemiluminiscenci
V soucasnosti je pfi chemiluminiscencnich analyzich jako substrat hojn€ vyuzivan

cyklicky hydrazid — Luminol.

NH, p NH, 5
HRF, peroxide ]
NH - (1] .
NH Enbancer 0- + Light
0 0
Luminaol

Obr. 3. Reakce pfemény luminolu piisobenim 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 pfeméiuje se na akridinium ester,
ten reaguje s peroxidem vodiku (pfitomnym v reagencii) a vznikd nestabilni
meziprodukt dioxetanon. Enhancer vc¢lenény do reakce urychluje a prodluzuje
enzymatickou oxidaci akridanového substratu. Na konci reakce je enhancer redukovan
zpét do svého ptivodniho stavu a je ptipraven k dalsi oxidaci akridanu. Nevyhodou této
metody je, ze se pracovni roztok musi pfipravovat denné. Reakce mezi jednotlivymi
komponentami je velice pomald a dochazi k vysoké spotiebé reaktantl. Z téchto divodi

je komplikovano pouziti tohoto substratu na automatickych analyzatorech.

_ 0--0 F
HRP, peroxide . IAx;l;/ﬂ\F

P -phenylphenol A Ll_\fyl

(8]

e

0 0

+ Light «=—— [ ] jl_:“
N o
cH

2 ': H 3

Obr. 4. Pribéh reakce substratu PS-3.
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Ovsem tento problém byl vyfesen 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.
B(C H,), 5 0,Na
EH,8 _ _ §(CH,),0{CH,),50,Na h
| i
EH,Ph F'h

PS-atte TMA-§
() (b)

Obr. 5. Vzorce reagencii PS-atto a TMA-6.

CH,S ___ S(CH,),0(CH,),S0,Na (CH,),0(CH,),30,Na

I
‘ ‘ HRP. H,0,
N Enhancer

CH,Ph

PS-atto

N

CH.Ph
N-bhenzylacridone

Obr. 6. Pribéh reakce substratu PS-atto.
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Pribéh reakce je velmi rychly. Chemiluminiscencni emise se objevuje ihned po
smichani PS—atto nebo TMA—6 s HRP a maximalni intensitu lze naméfit po né€kolika
v jednotlivych nédobach a jsou piimo pfipraveny k reakcim. Pracovni roztoky lze
skladovat 3 tydny pfi laboratorni teploté a 4 méesice pii 4 °C. Vyhodou téchto substrati
je moznost pouziti u automatickych analyzatori na zéklad€ jejich stability, rychlého

vzniku signalu a vysoce citlivé detekci (Akhavan-Tafti, 2004).

1.4.3. Stanoveni aktivity peroxidasy pomoci chromogenii

pyrokatechol - anilin a fenol - aminoantipyrin

Principem metody je reakce HRP schromogenem za vzniku rizového zabarveni
produktu, jehoz koncentraci lze stanovit spektrofotometricky, pomoci HPLC analyzy

nebo elektrochemické analyzy.

OH 0
@’ e, -2H éﬁ’ 2e,-2H"
——

dJTillnl_

pyrocatechol . .
cyclohexa-3,5-diene-1,2-dione
4-(phenylamino)benzene-1,2-diol
4-(phenylamino)cyclohexa-3,5-diene-1,2-dione
b OH
OH
OH NH, H0; 2H,0
OH
N HN
ek HRP
pyrocatechol aniline

4-(phenylamino)benzene-1,2-diol

Obr. 7. Prubéh reakci elektrochemické metody a enzymatického stanoveni: a) Pribéh reakce mezi
anilinem a pyrokatecholem v prubéhu elektrochemické metody, b) Pribéh reakce mezi anilinem a

pyrokatecholem v priub&hu enzymatického stanoveni.
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Obr. 8. Srovnani UV-VIS spekter enzymatického a elektrochemického produktu: a) absorpéni spektrum

produktu enzymatické reakce, b) absorpéni spektrum produktu elektrochemické reakce.

Metoda pii pouziti smési pyrokatechol-anilin vykazuje vySsi citlivost a niz§i mez
detekce nez pii pouziti smési fenol-aminoantipyrin. Prozkoumany byly i jiné dvojice
vodikovych donorti napf. pyrokatechol-aminoantipyrin, pyrokatechol-fenol, fenol—
anilin atd., ale barevné produkty téchto parG nebyly dostatecné stabilni k ziskéani
reprodukovatelnych vysledkti méftitelnych pomoci UV-VIS spektroskopie. DalSimi
pozitivy uvedené metody jsou uspokojiva reprodukovatelnost, snadna proveditelnost,
rychlost, nizké finan¢ni nadklady. Nevyhodou je prace s fenolem, ktery vykazuje urcité

karcinogenni Gi¢inky (Rad-Molaei, 2007).

1.4.4. Stanoveni aktivity peroxidas s vyuzitim 3,3'-diaminobenzidinu, guajakolu a
dapsonu

Substratem je smés 3 ruznych latek DAB (3,3'-diaminobenzidin), guajakol a dapson
(4,4'-diaminodifenylsulfon). Tato metoda byla vyzkouSena pro stanoveni aktivit
myeloperoxidasy ve slinach. V této metodé byl pouzit tzv.“Sandwich test-disk®. Disk je
vytvofen z DEAE-celulozového papiru a celulozového chromatografického papiru.
Papiry jsou ulozeny do hlinikového kolecka. Na disk je aplikovano 0,1ml vzorku slin a
ptidano 0,1ml substratu, nésleduje inkubace pti pokojové teploté. Denzita zabarveni je
meéfena optickym analyzatorem, ktery obsahuje LED (light — emitting diode = svétlo
emitujici dioda) pti 460nm a fotodetektor. Vyhodou smési DAB + Guajakol je, Ze tato

kombinace zvysSuje enzymatickou reakci 2-3x ve srovnani s pouzitim kazdého zvlast.
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Substrat DAB neni vhodné pouzivat samotny z divodu, ze se jim daji stanovit pouze
nizké hladiny peroxidasové aktivity. Hladina dapsonu do 2,2mM mé drobné inhibi¢ni
ucinky na aktivitu MPO a 95% inhibi¢ni u€inek na aktivitu slinné peroxidasy. Proto se
tedy pfidava k dvéma ptedeSlym substratim — z diivodu, aby byla potlacena aktivita
slinné¢ peroxidasy a mohla byt zméfena aktivita MPO. Tato metoda je citliva,
jednoducha a finanén€ nenaro¢na. Méfeni MPO metodou ELISA (jako screeningovym
vySetfenim) je nevhodné z divodu, ze ve skutenosti béhem ELISA stanoveni (kdy je
métena celkovd - aktivni a inaktivni) MPO muze interferovat s HRP, kterd je
konjugovéna se sekundarni protilatkou. Dale mtze interferovat s aktivitou MPO, ktera
byla zachycena protilatkami. Dalsi nevyhodou je, Ze peroxidasy jsou siln¢ adsorbovany
z vodnych roztokli na sklo, sklovinu a bunééné povrchy. Peroxidasa vyskytujici se
v dutiné Ustni pfedstavuje komplex sloZeny ze slinné peroxidasy (syntetizovana a
sekretovana slinnymi zlazami) a z myeloperoxidasy (ta se sem dostdva z leukocytl
migrujicich do dutiny Gstni). MPO je primarn¢ skladovana v neutrofilech a jeji funkci je
nejen zabijeni nezddoucich mikroorganismi, ale také iniciace a propagace akutnich a

chronickych zanétlivych reakci. Tato metoda poukazuje na vyuziti MPO jako

biomarkeru paradontézy (Sakamoto, 2008).

Obr. 9. Zastoupeni aktivity MPO ve slindch u osob s a bez paradontozy: 1) MPO (40ng proteinu),
z lidskych leukocyti, 2) 100pl slin od pacienta s onemocnénim, 3) 100pl slin od zdravé osoby,
4) Blank - 100ul destilované vody
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1.4.5. Voltametrické stanoveni aktivity peroxidas s pouZitim

3—-indoxylfosfatového substratu

Principem metody je pouziti 3-indoxylfosfatu jako elektrochemického substratu pro
méfeni aktivity peroxidas v roztoku. Na enzymatickou zménu substratu upozorni
indigova modi (nerozpustnd ve vodném roztoku). Tento enzymaticky produkt je
pfiddnim dymavé kyseliny sirové (do reakéni smési) rozpuStén za vzniku
elektroaktivniho detekovatelného produktu disodium 5,5 - indigotindisulfonatu
(indigova cerven). K detekci je pouzita cyklicka voltametrie s pouzitim SPCEs (screen-
printed carbon elektrodes = uhlikové tisténé elektrody). Vyhodou této metody je
rychlost, spravnost, pfesnost a jednordzové pouziti SPCEs feSi problémy spojené
s kontaminaci mezi vzorkem a usazeninami na detekénim povrchu. Vyhodou je nizky
detek¢éni limit a vysoké sensitivita. Indigo carmine je ve vodé rozpustna sloucenina,
ktera se hojn¢ vyuziva v potravnim, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu (Bolado-

Fanjul, 2004).

1.5. Helminti parazitujici ¢ervi

Helmintologie je nauka o parazitickych cervech (helmintech) a onemocnénich
pusobenych u ¢loveéka, Zivoc€ichli arostlin. Zabyvd se morfologii, ultrastrukturou,
fylogenezi, systematikou, taxonomii, vyvojovymi cykly helminti a jejich zavislosti na
vlivech vnéjSiho prostfedi. Studuje rovnéz patogenni plsobeni na hostitele, imunitni
odpovéd’ hostitelti, geografické rozsifeni helmint6z, jejich epidemiologii, léceni
a prevenci. Helminti pfedstavuji riznorodou skupinu parazitickych €ervi, fadicich se do
kmene Plathelminthes (plosténci), kam se fadi tfidy Trematoda (motolice) a Cestoda
(tasemnice) a do kmene Nemathelminthes (obli Cervi), kam se tadi tftida Nematoda

(hlistice) (Buchta a kol., 1998).

1.6. Antioxida¢ni enzymy helmintu

Béhem infekce vyvolané pfitomnosti helmintii v lidském organismu, fagocytujici buiiky
¢loveéka vylucuji ROS a radikaly dusiku. Tyto radikaly jsou uvoliiovany do organismu i
pii normalni funkci metabolismu. Ptikladem radikalti uvoliiovanych pfi ptitomnosti
v bunikach jsou jednak neenzymatické v zastoupeni glutathionu (GSH), vitaminu E, C,

karotenoid a thiold. Enzymatické systémy zahrnuji G€inek superoxiddismutasy (SOD),
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katalasy (CAT), peroxiredoxini a GPx, které inaktivuji peroxid a v neposledni fad¢ také
glutathion-S-transferasa (GST).

SOD katalyzuje dismutaci SA na H,O, a kyslik. Existuje v nékolika formach lisicich se
pfitomnosti kovu v jejich aktivnim misté. Fe-SOD je pfitomna v prvocich, fasach a
vyssich rostlinach (Bruschi a Lucchi, 2001). U eukaryotickych organismt se vyskytuje
mitochondridlni Mn-SOD, coZ je tetramerni protein kodovany v jadre, syntetizovany v
cytosolu a po translaci importovany do mitochondrialni matrix. Bunécna Cu/Zn-SOD je
dimerni molekula sklédajici se ze dvou identickych podjednotek, kdy kazda obsahuje
jeden atom médi a jeden zinku. Je pfitomna v cytosolu nebo jadie. V neposledni fade
sem patii také extracelularni Cu/Zn-SOD, kterd pifedstavuje tetramerni glykoprotein
slozeny ze Ctyt identickych podjednotek, kdy kazd4a obsahuje atom meédi a zinku, je
pfitomna v plazmé&, lymf¢, ascitické a cerebrospinalni tekuting. Aktivita SOD byla
prokazana ve vétsing testovanych parasitech (Henkle-Diihrsen a Kampkdtter, 2001).
Ptikladem je ptitomnost Cu/Zn-SOD u Haemonchus contortus ve svalstvu, hltanu a
nekdy 1 v mocovém traktu tohoto parasita (Liddell a Knox, 1998).

CAT je tetramerni molekula tvofend podjednotkami, které obsahuji hematin a
prostetickou skupinu. Katalyzuje rozklad H,O, na molekularni kyslik a vodu. Je
pfitomna v peroxizomech 1 cytosolu mnoha Zivoc¢ichli (Henkle-Diihrsen a Kampkotter,
2001). Uloha katalasy v ochrané parazitd je méné jasni. Tento enzym se vyskytuje
pouze u nékterych druhit a to ve velmi nizkych koncentracich. Obvykle se nachéazi
uvnitt peroxisomu v butice, kde detoxikuje peroxid endogenniho ptvodu, ale taktéz ji
lze najit v cytosolu a zde hraje roli v ochrané proti peroxidu exogenniho plvodu.
V jedné ze studii bylo prokazano, ze toxicita exogenniho H,O, byla po inhibici katalasy
na vzestupu (Kotze a McClure, 2001).

GST se tfadi do skupiny dimernich isoenzymu jejichz funkci je redukovani ptitomnosti
LHP, ke své funkci potiebuji pfitomnost selenu obsazené¢ho v GPx.

Pojmem peroxiredoxiny (PRXs) se oznacuje Sirokéd skupina odlisSnych antioxidac¢nich
enzymi s ruznymi biologickymi funkcemi. Prvnim, ktery byl zaznamenan byla
thioredoxinperoxidasa (TPx) objevend v Saccharomyces cerevisiae (McGonigle et al.,
1998). Na rozdil od ostatnich enzymii postradaji kofaktory jako jsou kovy a prostetické
skupiny. Katalyzuji redukci H,O, na vodu a alkyl hydroperoxidy na odpovidajici
alkoholy z diivodu zabranéni tvorby nebezpecnych hydroxylovych radikali. Déli se do
dvou velkych skupin podle pritomnosti jednoho nebo dvou zbytkl cysteinu na 1-cys a

2-cys enzymy. Ve tifidé Nematoda bylo popsano devét druhii 2-cys a dva druhy 1-cys
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enzymi (Henkle-Diihrsen a Kampkotter, 2001). TPx je fazena mezi 2-Cys PRXs a
chrani proteiny pred inaktivaci ROS v Zelezem katalyzovaném oxida¢nim systému, ve
kterém tlohu reduktantu zastava thiol. Pfitomnost thiolu v reakci je nezbytna, v ptipadé
nahrady jinym reduktantem napt. askorbatem, reakce probihat nebude. Je to z toho
davodu, ze thiol redukuje disulfidové vazby v TPx a tim ji aktivuje (askorbat toto
neumi). Sulthydrylové skupiny jsou regenerovany pienosem elektronii z NADPH
thioredoxin reduktasou na thioredoxin a nakonec na TPx (Chae et al., 1994).
Antioxida¢ni enzymy chrani helminty proti ROS a radikalim dusiku produkovanymi
hostitelem, ve kterém parazituji. Blokovanim téchto enzymti imuno nebo chemoterapii
by mohl byt jednim ze zpiisobl eliminace helminti z organismu (Bruschi a Lucchi,

2001).
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Obr. 10. Redukce peroxidu vodiku 1-Cys and 2-Cys PRXs (Henkle-Diihrsen a Kampkdotter, 2001).

1.7. Haemonchus contortus (Vlasovka slézova)

Ttida Nematoda (hlistice) predstavuje Sirokou skupinu organismit bud’ volné zijicich
nebo parazitujicich na hostiteli. Parazituji pfedev§im na malych piezvykavcich (ovce a
kozy). Do této skupiny se fadi krvi se Zivici v travicim traktu Zijici parazit Haemonchus

contortus (HC), ktery je pfi¢inou vzniku anemie a sni spojenych komplikaci,



v n¢kterych pfipadech vedoucich ke smrti nakazeného jedince (Nikolaou a Gasser,

2006).

Obr. 11. Haemonchus contortus (Googlel).

Uzivanim anthelmintik je infekce umirnéna, ale bohuzel se objevuje rezistence proti

nékterym slozkdm, snizujici jejich u¢innost (Nikolaou a Gasser, 2006).

Obr. 12. Slez kozy s t&zkou infekci HC. Cervené zabarveni Gervil je vysledkem piijmu krve od hostitele

(Kaplan, 2008).

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity 3 typy izolati HC. Prvnim je ISE, ktery
byl izolovan z druhu pochézejiciho z vychodni Afriky. Snadno podléhd vSem tfidam
anthelmintik a byl pfijat za standardni izolat v projektu genového sekvenovani HC.

Druhym izoldtem je WR (White river), ktery byl ziskdn z pivodniho druhu
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pochézejiciho z oblasti jizni Afriky a ktery je rezistentni na ivermektin (Redman, 2008).
Ttetim izolatem je kmen BR (rezistentni na benzimidazolova anthelmintika).

Vyvojovy cyklus HC zac¢ina nakladenim vajicek do zaludku piezvykavcu. Ve fazi
moruly se dostavaji spolu s vykaly ven ztéla hostitele z divodu zajisténi piisunu
kysliku, ktery je nezbytny pro nasledny embryondlni vyvoj. Cyklus pokracuje
vylihnutim larvy z vajicka L1, dale pfes L2, L3 a L4 nez dosdhne stadia dospélého

jedince (Nikolaou a Gasser, 2006).

Adult R
F2
L& / Eg
PARASITIC | |
5 | pHASE | E
xL3 | FREE-LVING | ]
. PHASE |
L3 L2
A —

Obr. 13. Vyvojovy cyklus HC: E-embryogeneze; S-sexualni diferenciace; R-reprodukce; F1-bacterial-
feeding phase; F2-faze, kdy se jedinec zivi krvi; G-rychla rustova faze; stadia larev L1, L2, L3, L3-larva
bez ochranného obalu (xL3) a L4. Doba od stadia xL3 do produkce vajicek dospélou samickou je 18 dni

(Nikolaou a Gasser, 2006).

Soucasti kazdého

stupné vyvoje jsou dvé faze. Prvni je obdobim cinnosti, které miize nebo nemusi
zahrnovat pfijem potravy a rist. Druhé obdobi je obdobim letargie, kdy dochazi
k vyraznym strukturdlnim zméndm. Po tomto obdobi jsou larvy plné vyvinuty a
chranény nové€ syntetizovanou kutikulou. Ta slouZzi nejen k udrzeni tvaru tcla, ale také
k interakci s okolnim prostiedim a k reakci na imunitni odpoveéd’ hostitele. Procesy
tvorby nové kutikuly a odstranéni té staré jsou uzce spojeny (Nikolaou a Gasser, 20006).
Doba a vyvoj ristu kazdého stadia jsou odliSné v zavislosti na raznych druzich HC,
podminkach prostiedi a na hostiteli (Rossanigo a Gruner, 1996). Béhem embryogeneze

dochazi k vyvoji zakladnich tkani typickych pro nematoda (sttevni, svalovou, podkozni,
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nervovou a zarode¢né buiiky) a kazdy typ se dale diferencuje béhem vyvojového cyklu.
Ptikladem je vyvoj ustniho pouzdra dilezittho pro piijem krve (L4), sexudlni

diferenciace (L4) a gametogeneze u dosp€lého jedince. K podstatnému rtistu dochazi ve

fazich L2, L4 a u dospélého jedince.

Obr. 14. Predni ¢ast HC s jasné viditelnou ustni kapsulou, ktera obsahuje kyjovity zub, pomoci n¢hoz

jsou narusovany cévy hostitele (Kaplan, 2008, Wikipediel).

Vyvoj se odehrava ve dvou odlisnych prostfedich, ve volné ptirod¢ (stadia L1-L3) a
uvniti hostitele (xL3-dospély jedinec). Kazdé z téchto stadii mé odliSné pozadavky na
pohyblivost, smyslové vnimani, metabolismus a regulaci hormonli endokrinniho
systému. L3 piedstavuje pfechodny stupeit mezi voln¢ Zzijicim jedincem (aerobni) a
jedincem, ktery se po pozieni hostitelem stavd parazitem (anaerobni nebo
mikroaerobni). Béhem stddia L4 mtze dojit k pozastaveni vyvoje (hypobioze) ve sténé
zaludku a to jako odpoveéd na vnéjsi vlivy nebo na imunitni odpovéd’ hostitele. Co se
ty¢e metabolismu je odlisny ve fazich, kdy je jedinec ve stadiu aerobnim ¢i anaerobnim
a lze tyto faze rozlisit podle pfitomnosti enzymu sukcinatdehydrogenasy (aerobni
jedinec) a glutamatdehydrogenasy ptitomné v cytoplasmé intestindlnich bunék u jedince
ve fazi, kdy se zivi krvi (anaerobni jedinec). U jedince v dospélém stadiu je také
ptitomna GST jejiz ulohou je detoxikace latek a transport hemu, diky jeji vysoké afinité
k hematinu. Jednim ze zplsobii ochrany hostitele pii pfitomnosti paraziti v jeho tcle, je

respiracni vzplanuti fagocytil (eosinofild, neutrofilti a makrofagli) a tvorba ROS pomoci
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NADPH oxidasy. Odpovédi HC na oxidac¢ni stres je zvySeni hladiny antioxidacnich
enzymu (Kotze a McClure, 2001). Ty byly lokalizovany pomoci imunologickych metod
v bunikach svali, hltanu a délohy dospélych samicek. Aktivita katalasy byla detekovana
vL3 1 vdospélém jedinci (Kotze a McClure, 2001). V n¢kolika studiich bylo
prokazano, ze L4 a dospéli jedinci HC indukuji tvorbu katalasy po expozici H,O, a bylo
zkoumdno zda dochazi ke zvySeni mnozstvi mRNA pro antioxidacni geny. Hraje roli
v ochran¢ HC pted ROS pochézejicimi ze dvou zdrojt. Jednak se uvoliuji pfi imunitni
odpovédi hostitele a dalsi radikaly pochazeji z hostitelova oxyhemoglobinu, ktery byl
strdven parazitem. Schopnost L4 a dospélého jedince zvySovat aktivitu katalasy je
vyzadovana pro zvladnuti radikalti pochazejicich z hemoglobinu a miize to byt takeé
nezbytny krok pro prodlouzeni infekce (Kotze, 2003). Monooxygenasova aktivita
cytochromu P 450 je vy$§i u L1 a L3 ve srovnani s dospélymi jedinci (Kotze, 1997).
Byly zaznamendny rozdily v transkripci peroxiredoxinu, kterda je vys$i u dospélych
jedinct nez u L3 a GPx, kterd je naopak vyssi u L3, z toho vyplyvé nasledné rtizna
aktivita téchto enzymu v pfislusSnych vyvojovych stadiich obzvlasté peroxiredoxinu,

ktery hraje diileZitou roli pfi adaptaci v prostiedi hostitele (Nikolaou a Gasser, 2006).

1.8. Dirocoelium dendriticum (Motolice kopinata)

Mezi piedstavitele tfidy Trematoda se tadi parazit Dirocoelium dendriticum (DIC).
Dulezitost dicrocoeliosy se zvySuje v oblastech, kde infekce koexistuje s onemocnénim
vyvolanym helmintem Fasciola hepatica. Klinicka manifestace akutni nebo chronické
dicrocoeliosy byla primarné pozorovédna u ovci, koz, skotu, ale 1 u ¢lovéka. Infekéni
vajicka s vyvinutymi larvami (miracidium) se po pozieni prvnim mezihostitelem,
kterym jsou suchozemsti plzi rodu Zebrina nebo Helicella. Ve stievé plzii se miracidia
uvolnuji z obalu vajicek a migruji do hepatopankreasu, kde prodélavaji dalsi vyvoj a
pies rizna stadia jsou jako cerkarie vyluCovany slizem plze do vnéjSiho prostiedi.
Druhym mezihostitelem jsou mravenci rodu Formica, kteti se zivi slizem téchto plzi.
Po poziti cerkarie pronikaji do télové dutiny mravence a encystuji v bohaté infekéni
stadium metacerkarie. Definitivni hostitel (napf.ovce) se nakazi pfi pastvé pozienim
infikovanych mravenci, kteti v diisledku poskozeni nervové soustavy ziistavaji strnule
ptichyceni na vrcholcich stébel trav. V travicim traktu ovce je jejich ochranna schranka
zmekcena travicimi Stdvami a mladé motolicky migruji ze stfeva do jater pfes zlucovod

portalnim krevnim systémem, kde dospivaji (Sanchez-Campos, 2000, Wikipedie2).
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Obr. 15. Vyvojovy cyklus Dicrocoelium dendriticum (Google2).

V prvnich dnech infekce dochazi k angiektasii jaternich centralnich zil a portobilidrnich
zil. Po ukonceni akutni faze se objevuje chronicky zanét zluCovych kanalkl spolu s
portalni a septalni fibrosou. Bylo prokazéano, ze DIC zpiisobuje histopatologické zmény
dvéma zpusoby. Hyperplasie epitelu zlucovodl, miize byt zpisobena mechanickym

drazdénim vyvolanym piisavkami dospélych jedincii (Sanchez-Campos, 2000).
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Obr. 16. Organy Dicrocoelium dendriticum (Google3).
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Druhym mechanismem je uvoliiovani toxickych metabolitii parasitem, které mohou mit
pfimy hepatotoxicky vliv na hostitele. Cytokiny produkované makrofagy a lymfocyty
mohou stimulovat proliferaci fibroblastti a naslednou fibrosu. Hvézdicové buitky mohou
zesilovat  zanétlivou odpovéd” na poskozeni jater, uvolfiovanim cytokinl
chemotaktickych pro leukocyty. Dochazi k jejich infiltraci, ktera doprovazi vétSinu
jaternich poskozeni. Aktivované zanétlivé buiiky produkuji SA, H,O, ,OH®, ty pak
vedou k peroxidaci lipidi plasmatické membrany a k postupnému zdufeni bunck.
Peroxidace lipidi mize byt spojena s jaterni fibrosou zpiisobenou tetrachlormethanem a
alkoholem (Sanchez-Campos, 2000). Pfi oxidacnim stresu a nasledné zvySené
peroxidaci lipidi dochazi k uvolnovani malondialdehyda. Jednou zmetod jejich
stanoveni je pouziti TBARS (Thiobarbituric acid-reactive substances), i kdyZz je
nékterymi autory kritizovana z diivodu drastickych podminek v priibéhu testu (Sergent
et al., 1995). Vysledkem v této studii byla zvySena koncentrace TBARS v jatrech.
Pomér oxidovaného a redukovaného glutathionu je ukazatelem oxidac¢niho stresu
v tkanich. V tomto experimentu byla hodnota poméru zvysena. I u dikrocoeliosy byly
zaznamenany zmeény ve vyskytu antioxidantli. Pokles aktivity SOD muZe byt vysvétlen
dismutaci SA na H,O, zptisobeného nadprodukci SA pfi oxidacnim stresu. Potlaceni
ochranné schopnosti SOD muze vést k vétSimu tkadnovému poSkozeni a k zahdjeni
zvySené¢ produkce volnych radikald. U dikrocoeliosy jsou také zvySené poméry
catalasy/SOD a GPx/SOD, miiZe to byt zndmkou toho, Ze enzymy nelikviduji ROS tak
jak by mély (Sanchez-Campos et al., 1999). Infikovana zvirata v této studii vykazovala
vyznamné sniZzeni koncentrace cytochromu P 450, to je integralni membranovy protein
zakotveny v membranové matrix, ktery ma vliv na jeji fluiditu. Zménou pohyblivosti
mize ovlivnit funkci mikrosomdlnich enzymii. Dale ma schopnost katalyzovat oxidaci
ruznych 1éCiv a xenobiotik, jednim z nich je napiiklad benzimidazol, ktery se pouziva

k 1é¢bé dicrocoeliosy (Sanchez-Campos, 1996).

1.9. Rezistence na léciva

Helminti pfedstavuji zasadni zdravotni problémy, co se tyce zvifat i lidi v rGznych
Castech svéta. Pii nedostatku ockovacich latek, je kontrola nad témito parazity zavisla
na pouzivani anthelmintik a na sniZeni pfenosu. Intenzivni pouZzivani anthelmintik u
hospodaiskych zvitat vedlo k navozeni rezistence fady helmint na bézna anthelmintika

(James et al., 2009). Porozuméni vyvoje rezistence u helmintl je rozhodujici pro
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podporu efektivnosti béznych anthelmintik a vyvoji markerd pro monitoring 1ékové
rezistence. Pii  anthelmintické 1é€bé jsou uzivany makrocyklické laktony,
benzimidazoly, imidazothiazoly a praziquantel (McKellar a Jackson, 2004). O rezistenci
mluvime, kdyz je u obvykle citlivych jedincii v populaci parazitli zaznamenano sniZeni
v odpovédi na 1écbu a kdyz nema maximalni davka 1éku na hostitele zadny efekt a je
tolerovana. Rizné projevy rezistence vSak Casto komplikuji jeji detekci (James et al.,
2009). U nékterych parazitli mohou byt rezistentni alely dominantni, jako je to v pfipadé
rezistence na avermektin nebo milbemycin (Le Jambre, 2000). Na vzniku rezistence se
muze podilet jeden, ¢i vice genll. Vysoka genetickd diverzita parazitujicich helmintd
spojena s Sirokou populaci zvySuje pravdépodobnost, ze rezistentni alely budou
pritomny v populaci v pomérn¢ vysoké frekvenci. Paraziti svym kratkym vyvojem,
vysokou plodnosti a ndslednou produkci velkého mnozstvi jedincii v kratkém Ccase,
zvySuji rozsifeni rezistentnich alel skrz populaci. Rezistence mize vznikat riznymi
zpusoby napf. zménami v molekule cilové struktury pro 1é¢ivo, zménami v metabolismu
1é¢iv nebo zménou v distribuci 1éCiva v cilovém organismu. Existuje velké mnozstvi
genetickych procest, které vedou ke vzniku rezistence (Wolstenholme et al., 2004).
Piikladem jsou mutace, delece nebo amplifikace specifickych genti nebo epigenetické
zmény napi. metylace genli nebo promotort. Rezistence se déli se na vrozenou (bunky
nejsou citlivé na 1é¢ivo od pocatku) a ziskanou (bunky se stavaji rezistentni po zahajeni
lécby). MliZze vzriistat zménami nebo mutacemi v genech pro cilové struktury, na které
se lécivo vaze, schopnost vazby je tim padem snizena nebo ji lze navodit zménami
v propustnosti buné€k (dojde ke snizeni mnozstvi 1é¢iva, které by mélo dospét k cilové
struktufe) nebo zménami v enzymech jako je napf. glutathion-thioredoxin nebo
cytochrom P450, které napomdhaji vzniku multirezistence (James et al., 2009).
S rezistenci jsou spojené nékteré bodové mutace tzv. jednonukleotidové polymorfismy
(single-nucleotide polymorfism, SNPs), které jsou pfi¢inou genetickych rozdilii mezi
jedinci téhoz druhu. Zména nukleotidu muaze vést k ndhradé aminokyseliny v proteinu
cilové struktury a zménit jeji afinitu k Ié€ivu a néasledkem toho je 1é€ba méné ucinna
(Gilleard, 2006). Jednou znejznaméjSich rezistenci u helmintli je rezistence na
benzimidazoly. Ty se vazi na tubulin a zplsobuji smrt naruSenim mikrotubuli.
Rezistence je spojena s nékolika SNPs v molekule 3-tubulinu izotyp 1. Nejbéznéjsi SNP
je substituce fenylalaninu za tyrosin v pozici 200 na genu (Phe200Tyr) (Ghisi, 2007).
Tato a jesté delece v B-tubulinu izotyp 2 se vyskytuji u HC. Dal§im ptikladem je vznik

rezistence na makrocyklické laktony — avermektin a milbemycin (Kotze, 2000). Ty se
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vazi na jednotku glutamatového-chloridového (GluCl) kanalu a zplsobuji paralyzu.
Mutace v extraceluldrni doméné GIluCl kanalu je pak spojena se vznikem rezistence
(Njue et al., 2004). P-glykoprotein je integralnim membranovym proteinem schopnym

transportovat velké mnozstvi lipofilnich latek, mezi néz se fadi i 1é¢iva. Muze byt také

spojen se vznikem multirezistence na 1é¢iva (James, 2009).
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Obr. 17. Lécivo vstoupi do buiiky pfes plazmatickou membranu (lipofilni 1é¢iva) nebo potiebuji
specifické transportéry napf. P-glykoprotein (Pgps), ABC-transportéry. Nebo mohou byt konjugovany
glutationem (GSH) pomoci glutathion-S-transferasy (GST) a potom exportovany multidrug resistance-
associated proteins (MRPs). Vysledkem interakce 1éciva s bunéénymi molekulami je produkce volnych
radikald jako je superoxid anion (O’). Superoxiddismutasa (SOD) neutralizuje volné radikaly na peroxid
vodiku, ten je detoxikovan peroxiredoxinem (Prx) nebo glutathionperoxidasou (GPx). Témito procesy
jsou enzymy oxidovany a musi byt regenerovany pomoci thioredoxinového systému nebo glutathionem.

Thioredoxin (Trx) a GSH jsou donory elektroni pro peroxidasy a jsou redukovany thioredoxin
reduktasou (TrxR) a glutathionreduktasou (GR) s NADPH jako elektronovym donorem (James et al.,
2009).
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2. CIL PRACE

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo:

1) V dostupné literatufe vyhledat metody pro stanoveni peroxidas a vybranou metodu

na pracovisté zavést a optimalizovat.

2) Novou metodu porovnat s metodou jiz dfive na pracovisti vyuzivanou.

3) Ob¢ metody vyuzit pro stanoveni aktivit peroxidas v subcelularnich frakcich u

vybranych druhii helminti.
4) Zjistit, zda aktivity peroxidas se liSi u kment helminta citlivych a rezistentnich na

anthelmintika a zda pfi kontaktu helminta s anthelmintikem dochézi k ovlivnéni aktivit

peroxidas.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie

* 0,1M sodno-fosfatovy pufr (pH = 7,4)

* 0,1M sodno-fosfatovy pufr (pH = 7,4) s 20% glycerolu
* Roztok A: NaHCO;, Na,COs, bicinchoninova kyselina(BCA) v 0,1 M NaOH
* Roztok B: 4% CuS04.6H,O

* 20% roztok hovéziho sérového albuminu (BSA)

* 2,1mM TMB (Sigma T0440) s obsahem 5,9mM H,O,
* 2M H,SO,

* 50mM pufr Tris/HCI s 0,1% Igepalem (pH = 8,00)

* 10mM OPD (Sigma P1526)

s ImM H,0O;,

* 4M H,SO,

* redestilovana voda

e led

3.2. Biologicky material

* Potkan (kmen Wistar; smés 5 samcti, subcelularni frakce pfipraveny z homogenatu
jater frakéni centrifugaci)

* Motolice kopinatd (Dicrocoelium dendriticum; skupiny K (kontrolni), ABZ
(inkubované ex vivo s 10uM albendazolem), ABZSO (inkubované ex vivo s 10uM
sulfoxidem albendazolu), subcelularni frakce pfipraveny z homogenatu celych cervii
frak¢ni centrifugaci)

* Vlasovka slézova (Haemonchus contortus; kmeny ISE, BR, WR, subcelularni frakce

ptfipraveny z homogenatu celych Cervii frakéni centrifugaci)

3.3. Pomiicky a pristrojové vybaveni

kadinky

* Erlenmayerovy banky

plastové misticky

injekéni stiikacka + dlouha jehla
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centrifugacni kyvety

sklenéna tyCinka

michacka

michadlo

mikrozkumavky

stojanky na mikrozkumavky
zamrazovaci stojanky
poloautomatické pipety
multikanalova pipeta

96-jamkové mikrotitracni desticky
Spicky

nadoba na led

pinzeta

bunicina

1zicka

lihovy fix

pfedvazky Kern KB
homogenizator 30 ml s pistem
rotory a centrifuga Heraeus

rotory a ultracentrifuga Beckman
homogenizac¢ni pist na resuspendaci mikrosomi
ultrazvukova lazen

analytické vahy Scaltex

pH metr Variomag

ttepacka MS2 Minishaker
Thermomixer comfort ( Eppendorf 1 MTP )
Tecan Infinite 200

digestor
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3.4. Priprava pracovnich roztoki

1. Pracovni roztok C pro stanoveni bilkoviny byl pfipraven smichanim roztoku A

s roztokem B v pomé&ru 50:1. Smichala jsem 45ml roztoku A s 0,9ml roztoku B.

2. Priprava 1% roztoku BSA: 0,5ml 20% BSA jsem doplnila do 10ml redestilovanou

vodou

3. Piprava 2M H,SO0,[100ml]; 96% H.SO4; M (H:S0.) = 98,07g/mol;
p=1,8355g/cm’; ¢ =2M; V = 100ml

m=c.V.M 19,614g ......100% V=m/p
m=2.0,100 . 98,07 XE e, 96% V =20,43/1,8355
m = 19,614g x = 40,43g V=11ml

11ml 96% H>SO, bylo smichdno s 89ml redestilované vody.

4. Priprava sodno-fosfatového pufru 0,1M; pH = 7,4 (pouzit na fedéni vzorki)

a) Pfiprava 0.1M Na,HPO, .12H,O - Navazka 35,8g byla smichdna s 1000ml

redestilované vody.

b) Ptiprava 0.1M NaH,PO, . 2H,0 - Navazka 3,9g byla smichana s 250ml redestilované

vody.
¢) Oba roztoky byly postupné slévany dohromady za stdlého michéani na elektrické
michacce az po dosazeni pozadovaného pH, které bylo pribézné kontrolovano pH

metrem.

5. Pufr-Tris/HCl 50mM s 0,1% Igepalem, pH=8,00, byl pfipraven nasledujicim
zpusobem:
a) Vypocet navazky Tris ; M, (Tris) = 121,1g/mol; ¢ = 50mM; V = 250ml

m=c.V.M

m=20,05.0,25.121,1

m=1,5137¢g

Toto mnozstvi bylo rozpusténo v malém mnozstvi redestilované vody.
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b) Ptiprava 1M HCI [100ml]; 35% HCI; M, (HCI) = 36,47g/mol; p = 1,18 g/cm’;
c=1M; V=100ml

m=c.V.M 3,647g...... 100% V=m/p
m=1.0,1.36,47 XE corennn. 35% V=10,42/1,18
m = 3,647g x =10,42¢g V =8.83ml

8,83 ml 35% HCI bylo ptidano k 91,17ml redestilované vody.

¢) Piiprava smési Tris/HCI o pH = 8.00 [250ml]

Do kadinky byl nalit obsah viz krok a). Nasledovalo postupné piidavani 1M HCI az do

upravy pH na 8,00 (pribézné méteni pH na pH metru). Odmérna banka byla doplnéna

na 250ml redestilovanou vodou. Obsah baiiky byl promichén.

d) Piiprava pufru [100ml]
Bylo smichano 99,9ml smési Tris/HCl/redestilované vody a 0,1ml Igepalu.

6. Priprava substrati pro stanoveni aktivity peroxidas pomoci OPD

a) pfiprava ImM H,0, z 29% H,0, (M; = 34g/mol)

29g..c.on..l. 100ml x=0,85mol ....... 100ml
34g........... Imol xmol ....... 1000ml
29g. ...l X mol x=28,5mol U cmor = 8,5mol/l

Cmo2. Vino:=c¢ .V
8,5 . V]—uoz = 0,001 . 0,006
Vino,=0.7ul

Bylo smichano 0,7pl H,O, a 5999,3ul pufru (Tris/HCl/Igepal).

b) Vypocet navazky OPD
M; (OPD) = 181g/mol; ¢ = 10mM; V = 2ml
m=c.V.M
m=0,01.0,002 . 181
m = 0.00362¢g
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c) Priprava substrdtu - byla smichdna navazka OPD se 2ml pufru (Tris/HCl/Igepal)

s obsahem 1mM H,0,.

7. Piiprava 4M H,SO,[100ml]; 96% H,SO04: M (H,S0s) = 98,07g/mol:
p=1,8355g/cm®; ¢ =4M; V = 100ml

m=c.V.M 39,228g ...... 100% V=m/p
m=4.0,1.98,07 Xg..on. 96% V =40,862/1,8355
m = 39,228¢ x =40,862¢ V=22ml

22ml 96% H>SO, bylo ptidano k 78ml redestilované vody.

8. Piiprava inhibitoru kyseliny salicylhydroxamové (SH) [Iml 100uM]; [200pl
10uM]; M (SH) = 153,14g/mol, rozpousti se v DMSO (lze ho pouzit v reakéni smési
0,5-1%)

153g.......... 1....... IM 0,153mg...... 1000puM
153mg........ ....... ImM xmg .....100uM
0,153mg......1ml.....ImM x =1,53mg = 0,00153g

Pro ptipravu 100uM SH jsem smichala navazku 0,00153g s 1ml DMSO.
Pro pfipravu 10uM SH jsem smichala 20pl 100uM SH se 180l DMSO.

9. Piiprava inhibitoru merkaptosukcinatu (MS) [Iml 100uM]; [200u] 10uM]; M
(MS) =150,15g/mol, rozpousti se v H,O

150g.......... 1....... IM 0,150mg...... 1000puM
150mg........ 1....... ImM xmg .....100puM
0,150mg......Iml.....1mM x =1,50mg = 0,00150g

Pro ptipravu 100uM MS jsem smichala navazku 0,00150g s 1ml H,O.
Pro ptipravu 10uM MS jsem smichala 20pl 100uM MS se 180ul H,O.

3.5. Popis pracovnich postupt

3.5.1. Piiprava subcelularnich frakci z homogenatu helmintu
Helminti byli rozvazeni do plastovych misticek (lezicich na leditku). V chladici
mistnosti byli pfendani do 30ml homogenizétoru a bylo k nim pfilito 15ml 0,1M sodno-

fosfatového pufru pH=7,4, byli zhomogenizovani a pieliti do centrifugacni kyvety, pist
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a homogenizator byly vyplachnuty 15ml pufru, ktery byl pfiddn do centrifugacni
kyvety, které byly nasledné stoCeny na centrifuze pii 5000g, 20min., 4°C. Supernatant
byl prelit do Cistych kyvet a stoen ve stejném rotoru na 20000g, 60min., 4°C.
Supernatant byl slit do centrifugacnich kyvet (kaly byly vylity do odpadu a peleta byla
zachovana pro ziskani mitochondrii). Kyvety se supernatantem byly vlozeny do rotoru
ultracentrifugy a spuStény na 105000g, 65min., 4°C (3.toceni). Peleta po druhém toceni
(mitochondrie) byla resuspendovana v Sml pufru, doplnéna pufrem pod horni okraj
kyvety a znovu stocena (20000g, 60min., 4°C) a nasledné resuspendovana sklenénou
ty¢inkou a homogeniza¢nim pistem v tolika mililitrech pufru s 20% (v/v) glycerolu,
kolik bylo grami jednotlivych druhi helmintd (navazky helmintd: K=1,37g;
ABZ=1,20g; ABZS0O=1,39g; BR=1,56g; ISE=4,38¢g). Suspenze mitochondrii byla za
stalého michani rozpipetovana do mikrozkumavek a zamrazena. Supernatant ziskany
ultracentrifugaci (cytosol) byl odebrdn a za stilého michani rozpipetovan do
mikrozkumavek. Peleta po ultracentrifugaci byla resuspendovana v Sml pufru (malym
homogenizatnim pistem), pfelita do ultracentrifugacnich kyvet a znovu
ultracentrifugovana (105000g, 65min., 4°C). Supernatant po druhé ultracentrifugaci byl
vylit a k pelet¢ mikrosoma bylo pfidano tolik mililitri pufru s 20% (v/v) glycerolu,
kolik bylo gramli jednotlivych druhii helminti. Peleta byla zhomogenizovana
homogeniza¢nim pistem a ultrazvukem, suspenze mikrosomu pielita do kadinky, za
stalého michani rozpipetovana do mikrozkumavek a zamrazena. Ziskané subceluldrni

frakce byly uchovavany v mrazicim boxu pii -80°C.

3.5.2. Priprava subcelularnich frakei z homogenatu jater potkana
Potkani byli usmrceni dekapitaci v etherové narkdze. Vyjmutd jatra byla rozstiihana na
malé kousky, rozvazena po 5g a homogenizovana. Postup frakéni centrifugace byl

stejny jako u piipravy subcelularnich frakci homogenatu helmintt.

3.5.3. Stanoveni bilkoviny bicinchoninovou kyselinou

Metoda je zalozena na principu reakce proteint s Cu®* v alkalickém prostfedi, kdy méd’
piechéazi na Cu'’, kterd vytvaii v prostfedi kolem pH 10 stabilni modrofialovy komplex
s BCA. Intenzita zabarveni je pfimo umérnd mnozZstvi bilkoviny. Absorbance komplexu
se méfi pfi 562nm. Pracovni roztoky byly pfipraveny dle popisu v kapitole 3.4.

V mikrozkumavkach byla pfipravena fada kalibra¢nich roztoka podle Tab.1.
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Tab. 1. Kalibrac¢ni kiivka

kalibraéni | koncentrace | 1% BSA | redestilovana
roztok €. [Hg/ml] [l voda [u]

1 0 0 500

2 200 10 490

3 400 20 480

4 600 30 470

5 800 40 460

6 1000 50 450

Subcelularni frakce helmintti byly nafedény 10x redestilovanou vodou, cytosol a
mikrosomy potkana 20x. Pro kazdou subcelularni frakci byla provedena dvé fedéni a
z kazdého tfedéni byly pfipraveny Ctyfi paralelni vzorky. Do kazdé jamky mikrotitraéni
desticky bylo napipetovano 200Ul pracovniho roztoku C a 10l subcelularni frakce
(pipetovani kalibracnich roztokii viz Obr. 18.), obsah desticek byl dobfe promichan a
inkubovan pii 37°C 30min. Po prob&hlé inkubaci byla na spektrofotometru Tecan
zmé&fena absorbance pii 562nm proti destilované vod¢ (od vzorkl byl odecten primér
slepych vzorkl). Z namétenych hodnot absorbanci kalibracnich roztokti (viz Tab. 6.)
byla po odeCteni blanku (viz Tab. 7.) sestavena kalibra¢ni kiivka (viz Obr. 19.).
Z namé¢fenych hodnot absorbanci vzoreckli, bylo podle rovnice linearni regrese
kalibracni kiivky vypocitdno mnozstvi bilkoviny v jednotlivych frakcich a vysledky
byly zaznamenany (viz Tab. 8.).

Vvypodet koncentrace proteinu:

y = A (primérné hodnoty po odecteni blanku); x = vysledna koncentrace v plg/ml

Napi.: ABZ cyt

y =0,0004x
0,095 =0,0004x
x = 237,5ug/ml

Pied samotnym meéfenim byly jednotlivé subcelularni frakce fedény redestilovanou
vodou (helminti 10x, potkan 20x) a proto musime vypocitané hodnoty vyndsobit
ptisluSnym fedénim.

Uprava vysledku:

Napft.: ABZ cyt
x =237,5ug/ml O 237,5.10=2375ug/ml = 2.4mg/ml
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pg/ml Hg/ml pg/ml pg/ml  jg/ml
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1. fedéni

2. fedéni
2. fedéni
2. fedéni
2. fedéni
2. fedéni

Vi v v v v Vv

Obr. 18. Mikrotitracni desticka — schéma pipetovani kalibra¢nich roztokd

3.5.4. Optimalizace metody pro stanoveni aktivity peroxidas pomoci substratu
TMB

Reakce probihala v 96-jamkové desticce. Do jedné jamky byl napipetovan biologicky
materidl (cytosol z homogenatu jater potkana), 0,1M sodno-fosfatovy pufr, pH=7,4 a
roztok substratu TMB s H,0,. Nasledovala inkubace pii 37°C. Reakce byla zastavena
pfidanim stop c¢inidla (2M H,SO.). Na spektrofotometru Tecan byla zméfena
absorbance pii 450nm (Tatzber, 2003).

Pti optimalizaci metody bylo testovano:

1) Rzné fedéni cytosolu

2) Rlzna koncentrace substrata

3) Riizné doba inkubace
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3.5.4.1. Optimalizace Fedéni cytosolu

Cytosol byl fedén 0,1M sodno-fosfatovym pufrem, pH = 7,4 (viz Tab. 2.).

Tab. 2. Redéni cytosolu pufrem

oznaceni cytosol pufr
mikrozkumavky [ul] [ul]
Vzl 7,5 292.,5
Vz2 15 285
Vz3 30 270
Vz4 60 240

Reagujici sloZky byly napipetovany do mikrotitracni desticky (viz Tab. 3.).

Tab. 3. Schéma pipetovani reagujicich slozek v mikrotitra¢ni desticce

sloupek ¢.
1 160ul H,O
2 10pl H,O | 150pl substratu
3 10Ul Vz1 150p1 substratu
4 10ul Vz2 150ul substratu
5 10pl Vz3 150p substratu
6 10ul Vz4 150p1 substratu

Desticka byla inkubovana 15 minut pii 37°C

zastavena piidanim 75ul 2M H,SO, a na

. Po uplynuti inkubac¢ni doby byla reakce

spektrofotometru Tecan byla zméiena

absorbance pifi 450nm. Naméfené hodnoty absorbanci (viz Tab. 9.) byly po odecteni

blanku pfepocitany na enzymovou aktivitu a z mnozstvi cytosolu v jednotlivych

fedénich bylo vypocitano mnoZstvi proteini (viz Tab. 10.). Vysledné hodnoty byly

zaneseny do grafu (viz Obr. 20.).

Vypodet enzymové aktivity:

A (primérné hodnoty po odeéteni blanku); € = 5,9.10* M cm™; 1= 0,7cm;
V =235u1=2,35.10"1; t = 15min = 900 s

Napt.: Vz3
A=¢g.c.l

0,267=5,9.10*.¢.0,7
c=6.46.10°mol/l

n=c.V
n=6,46.10°.235.10*
n=1,51.10"mol

a=mol/s=1,51.10" /900 = 1,68.10"*kat = 1,68 pkat
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Vypodet mnozstvi proteini:

Zastoupeni proteint u PC je 15,5mg/ml

Napt.: Vz3
15,5mg...... Iml (1000ul) 0,155mg....10ul
xXmg...... 10pl xmg ...1ul
x:15,5=10:1000 x:15,5=1:10
x =0,155mg x =0,0155mg = 15.5ug

3.5.4.2. Optimalizace koncentrace substrati
Cytosol byl nafedén pufrem v poméru 1:9. Do mikrotitracni desticky bylo postupné
napipetovano rizné mnozstvi zakoupeného roztoku TMB s H,0O, a objem byl doplnén

H,O (viz Tab. 4.).

Tab. 4. Schéma pipetovani reagujicich slozek v mikrotitracni desticce

Sloupek ¢.
1 160pl H,O
BL | 10pl cyt Opl substratu | 165ul H,O
S1 | 10ul cyt 30ul substratu| 195ul H,O
S2 | 10ulcyt|  60pl substratu| 150ul H,O
S3 | 10ul cyt 90pl substratu| 105pl HO
S4 | 10ul cyt| 120ul substratu| 60ul H,O
S5 | 10ulcyt| 150pl substratu| 15ul H,O
S6 | 10ul cyt| 180ul substratu Opl HO

(o] RNl Ko )N RV, | IN SN) HUS J | N9}

Obsah desticky byl inkubovan 15 minut pti 37°C. Z divodu riiznych objemt substrata
v jamkéch, zde byla po uplynuti doby inkubace snaha o dosazeni Uplného zastaveni
reakce pfidanim polovi¢éniho (ptfipadné nejvyssiho mozného) objemu 2M H,SO, (viz
Tab. 5.), nez byl objem napipetovanych substratii. Pfedem bylo vypocitdno mnozstvi

H,O, kterd byla do jamek ptidana pro zachovani stejnych objemd.

Tab. 5. Pipetovaci schéma H,SO,

H,SO, [ul]
BL 75
Sl 15
S2 30
S3 45
S4 60
S5 75
S6 60
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Na spektrofotometru Tecan byla zméfena absorbance pii 450nm (viz Tab. 11.).
Nameétené hodnoty byly po odecteni blanku pifepocitdny na enzymovou aktivitu (viz
Tab. 12.) a zaneseny do grafu (viz Obr. 21.).

Vypodet enzymové aktivity :

A (primérmé hodnoty po odeéteni blanku); € =5,9.10* M'ecm™; 1= 0,9 cm;
V =250ul =2,5.10"*1; t = 15min = 900s

Napt.: S§

A=¢g.c.l n=c.V
0,288=5,9.10*.¢.0,9 n=542.10°.2,5.10"
c=15.42.10°mol/l n=1,35.10"mol

a=mol/s =1,35.10°/900 = 1,51.10"%kat = 1,51 pkat

3.5.4.3. Optimalizace doby inkubace

Cytosol byl fedén pufrem v poméru 1:3. Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano
10ul cytosolu a 150pl roztoku TMB s H,0, jako slepy vzorek bylo pouzito 160ul H>O.
Reakce byla ihned zastavena pfidanim 75pl 2M H,SO4 a na spektrofotometru Tecan
byla zmétfena absorbance pii 450nm. Po t¢€ bylo do sloupku ¢.3 opét napipetovano 10ul
cytosolu a 150pl TMB a obsah desticky byl inkubovan 10 minut pti 37°C. Po uplynuti
inkubac¢ni doby byla reakce zastavena 75pl H,SO, a na spektrofotometru Tecan byla
zmé&fena absorbance pii 450nm. Ten samy postup jsem opakovala s dobou inkubace 15
a 20 minut. Naméfené hodnoty absorbanci (viz Tab. 13.) byly po odecteni blanku
prepocitany na enzymovou aktivitu (viz Tab. 14.) a zaneseny do grafu (viz Obr. 22.).

Vypoclet enzymové aktivity:

A (primérné hodnoty po odeéteni blanku); € = 5,9.10* M'ecm™; 1= 0,7cm;
V =235ul =2,35.10" 1; t - rlizny podle délky doby inkubace 10,15 nebo 20min

Napt.: T1

A=g.c.l n=c.V

0,080 =5,9.10".¢.0,7 n=1,94.10°.235.10*
c=1,94.10°mol/l n=4,55.10""mol

a=mol/s =4,55.10"°/ 600 = 7,59.10"°kat = 0,76pkat
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3.5.5. Stanoveni aktivit peroxidas v subcelularnich frakcich z homogenatu

helminti a potkana s pouzitim substratai TMB a OPD

3.5.5.1 Stanoveni aktivity peroxidas pomoci TMB

Reakce probihala v 96-jamkové mikrotitracni desticce. Do jedné jamky bylo
napipetovano 10l biologického materidlu (subcelularni frakce fedéné pufrem) a 150pl
zakoupeného roztoku TMB s H,0,. Ve slepém vzorku bylo misto biologického
materidlu pouzito 10pl pufru. Nasledovala 15 minutova inkubace pii 37°C. Reakce byla
zastavena pfidanim 75pl stop €inidla (2M H,SO,). Na spektrofotometru Tecan byla
zméfena absorbance pii 450nm. M¢éfeni bylo opakovdno 3x béhem nékolika dni.
Primémé hodnoty absorbanci po odecteni blanku z jednotlivych méfeni jsou
zaznamenany (viz Tab. 15.-17.). Z absorbanci byla vypocitina enzymova aktivita se
smérodatnou odchylkou (viz Tab. 18.-20.) a specifickd enzymova aktivita se smérodatnou
odchylkou (viz Tab. 21.-23.). Vysledné hodnoty specifickych aktivit byly porovnany
mezi jednotlivymi druhy helmintd a zaneseny do grafi (viz Obr. 23.-28.).

Vypoclet enzymové aktivity:

A (primérné hodnoty po odeéteni blanku); € = 5,9.10°M"'em™; 1 = 0,7cm;
V =235ul=2,35.10"*1; t = 900s
Napt.: Keyt 4

A=¢.c.1 n=c.V
0,280=5,9.10*.c.0,7 n=6,78.10°.2,35.10*
¢ =6.78.10°mol/l n=1.59.10°mol

a=mol/s =1,59.10° / 900 = 1,77.10"*kat = 1,77pkat

Vypodet specifické enzymové aktivity:

Napt.: Keyt  (fedény 5x)
1,4mg...... Iml (1000pl) 0,014mg...... 10ul 0,0028mg.....1,770pkat

X mg...... 10pl X mg...... 2ul Img...... x pkat
x:1,4=10:1000 x:0,014 =2:10 1:0,0028 =x:1,770
x =0,014mg x =0,0028mg x = 0,632nkat/mg
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Vypodet smérodatné odchylky:

Napt.: Keyt
primérné hodnoty specifické enzymové aktivity 0,632; 0,702; 0,700 nkat/mg

1 N
Ty

x=1/3 (0,632 +0,702 + 0,700 ) = 0,678

] N
5= Tr; —T)%
No1xwoT

(Wikipedie3).

s = 1/2 [(0,632-0,678)* + (0,702-0,678)* + ( 0,700-0,678)]
s =10,039

3.5.5.2. Stanoveni aktivity peroxidas pomoci OPD

Po ptipraveni pracovnich roztokd - pufr Tris/HCI 50mM s 0,1%Tritonem X-100, pH =
8,00, substratu OPD (Sigma P1526) 10mM; H,O, 1mM, ktery byl rozpustén v pufru
probihala reakce v 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce. Do 1 jamky bylo napipetovano
50pl biologického materidlu a 50pl roztoku substrati. Ve slepém vzorku bylo misto
biologického materidlu pouzito 50ul pufru Tris/HCI. Desticka byla inkubovédna 30 min
pii 37°C a poté bylo do jamek ptidano 25l 4M H,SO,. Na spektrofotometru Tecan byla
zmétena absorbance pii 490nm (Sigma katalog 2008/2009). Méfeni bylo nezavisle
provadéno 3x béhem nekolika dnl. Primérné hodnoty absorbanci po odecteni blanku
z jednotlivych méfeni jsou zaznamendny (viz Tab. 15.-17.). Z absorbanci byla vypoc¢itdna
enzymova aktivita se smerodatnou odchylkou (viz Tab. 18.-20.) a specificka enzymova
aktivita se smérodatnou odchylkou (viz Tab. 21.-23.). Vysledné hodnoty specifickych
aktivit byly porovnany mezi jednotlivymi druhy helmintii a zaneseny do grafti (viz Obr.
23.-28.).

Vypocet enzymové aktivity:

A (primérné hodnoty po ode¢teni blanku); € = 1100 M'cm™ (Pérez et al., 2002);
1=0,5cm; V=125ul =1,25.10"; t = 1800s
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Napt.: ISEcyt ,

A=¢g.c.l n=c.V
0,162=1100.c.0,5 n=2,9.10%.1,25.10*
¢=2.9.10" mol/l n=23.6.10"mol

a=mol/s =3,6.10°/ 1800 = 2,045.10""'kat = 20.45pkat

Vypodet specifické enzymové aktivity:

Napt.: ISEcyt ; (fedény 5x)

4,1mg...... Iml (1000pl)  0,205mg...... 50ul 0,041mg.....20,45pkat
X mg...... 50ul X mg...... 10ul Img...... x pkat
x:4,1 =50:1000 x:0,205 = 10:50 1:0,041 = x:20,45
x =0,205mg x =0,041mg x = 0,499nkat/mg

Vypodet smérodatné odchylky:
Napt.: ISEcyt

primérné hodnoty specifické enzymové aktivity 0,499; 0,502 nkat/mg
1 N

T = N ZT;&

1i=1

x = 1/2 (0,499 + 0,502) = 0,500

1 N
Iy — T‘JE.

L5 =

s=1/1 [(0,499 — 0,500)* + (0,502 — 0,500)°]
s =10,002

3.5.6. Stanoveni vlivu Kkyseliny salicylhydroxamové a merkaptosukcinitu na

aktivitu peroxidas v subceluliarnich frakcich homogenatu helminti s pouZitim

substratu TMB

DMSO ve kterém byla SH rozpusténa miiZze byt v reakéni smési jamky pouze 1%. Smés

tvoii 10ul subcelularni frakce a 150l roztoku TMB s H,O, [0 na jamku ptipada 1,6yl
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SH. MS byl rozpustén ve H,O a zde na % zastoupeni nezalezi, ale byl pouzit téz 1% pro
zachovani stejnych podminek reakce. Pro srovnani byly jednotlivé subcelularni frakce
méfeny bez pfitomnosti inhibitort a v reakci s I0UM a 100uM koncentraci inhibitort.
Do mikrotitracni desticky bylo v prvé fad¢ napipetovano do ptislusnych pozic 1,6pl
jednotlivych inhibitori a po té 8,4l jednotlivych subcelularnich frakci. Kontrolni
vzorek obsahoval misto roztoku inhibitoru pouze rozpoustédlo. Jako slepy vzorek byla
pouzita reakéni smés 100UM inhibitoru a pufru (1,6l inhibitoru, 10l pufru). Nasledné
bylo vSude pfidano 150l roztoku TMB s H,O,. Po 15 minutové inkubaci pti 37°C byla
reakce zastavena 2M H,SO, a desticka byla zméfena na spektrofotometru Tecan pfi
450nm. Primérné hodnoty namétenych absorbanci byly po ode¢teni blanku (viz Tab.
30., 31.) pfepocteny na aktivitu a nasledné na specifickou enzymovou aktivitu (viz Tab.
32, 33.). Ziskané vysledky byly vyjadfeny procentualné a graficky porovnany (viz Obr.
29.-43.).

Vypocet enzymové aktivity:

A (primérné hodnoty po odeéteni blanku); € = 5,9.10* M'em™; 1 = 0,7cm;
V =235ul =2,35.10"; t = 900s
Napft.: Keyt 1o (SH)

A=¢.c.1 n=c.V
0,377=5,9.10*.¢c.0,7 n=9,13.10°.235.10*
¢ =9.13.10°mol/I n=2.14.10°mol

a=mol/s =2,14.10° / 900 = 2,38.10"*kat = 2,38pkat

Vypocet specifické enzymové aktivity:
Napft.: Keyt 1o« (SH)
1,4mg...... Iml (1000ul)  0,014mg...... 10ul 0,0028mg.....2,38pkat

X mg...... 10pl X mg...... 2ul Img...... x pkat
x:1,4=10:1000 x:0,014 =2:10 1:0,0028 = x:2,38
x =0,014mg x =0,0028mg x = 0,850nkat/mg
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4. VYSLEDKY

4.1. BCA stanoveni bilkoviny
Ptipravené kalibracni roztoky byly zméfeny a primérmné hodnoty absorbanci byly

zaznamenany (viz Tab. 6.).

Tab. 6. Kalibra¢ni kiivka - Primé&rmé hodnoty namétenych absorbanci

R1=BL

R2

R3

R4

RS

R6

0,104

0,216

0,290

0,378

0,463

0,533

Po odecteni blanku priimérnych hodnot absorbanci kalibracnich roztokli (viz Tab. 7.) a

znamych koncentraci, byla sestavena kalibra¢ni kiivka (viz Obr. 19.).

Tab. 7. Kalibra¢ni kiivka - Primérné hodnoty absorbanci po odecteni blanku spolu s jednotlivymi

koncentracemi kalibra¢nich roztok

¢ [ug/mi]

A

BL

0

0

R2

200

0,112

R3

400

0,186

R4

600

0,274

RS

800

0,359

R6

1000

0,429

0,50 ~
0,45 -
0,40 +
0,35 ~
0,30 +
0,25 ~
0,20 +
0,15 ~
0,10 ~
0,05 +

Absorbance

y = 0,0004x
R*=0,9929

0,00

0 200

400

Koncentrace BSA ug/ml

600

800

1000

Obr. 19. Kalibra¢ni kiivka BSA
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Z namétfenych hodnot absorbanci ostatnich subceluldrnich frakci, byla podle rovnice

linedrni regrese kalibra¢ni kiivky vypocitana koncentrace jednotlivych vzoreckl (viz

Tab. 8.).
Tab. 8. Koncentrace bilkoviny [mg/ml] vypocitana z rovnice linearni regrese piislusné kalibra¢ni kiivky
vzorek ¢ [mg/ml]

PC 15,5

PM 5,6

K oyt 1.4
mik 4,9

mit 5,6

ABZ cyt 2.4
mik 4,7

mit 4.2

ABZSO | oyt 14
mik 4,0

mit 4.2

ISE oyt 41
mik 3,1

mit 4,7

BR oyt 3.4
mik 33

mit 3.9

WR oyt 5.8
mik 4,7

mit 5,5

4.2. Optimalizace metody pro stanoveni aktivity peroxidas pomoci

T™MB

4.2.1. Optimalizace Fedéni cytosolu

Byla zméiena absorbance rtizn¢ nafedénych vzorecki cytosolu pufrem. Po fedéni (viz
Tab. 2.), nasledovalo pipetovani slozek reakéni smesi do mikrotitracni desticky (viz Tab.
3.). M¢éfeni probihalo na spektrofotometru Tecan pii 450nm. Naméfené hodnoty

absorbanci byly zprimérovany (viz Tab. 9.).

Tab. 9. Optimalizace fedéni cytosolu - Primérné hodnoty namétenych absorbanci

A
BL 0,043
vzl 0,132
Vz2 0,189
Vz3 0,310
Vz4 0,505
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Po odecteni blanku znich byla vypocitdna enzymova aktivita a bylo vypocitano

mnozstvi proteint jednotlivych vzorecki cytosolu (viz Tab. 10.).

Tab. 10. Optimalizace fedéni cytosolu - Primérné hodnoty absorbanci, enzymova aktivita peroxidas

[pkat] a mnozstvi proteinti [Hg] v jednotlivych vzoreccich

cyt [ul] A a [pkat] | proteiny [ug]
BL 0 0 0 0
vzl 0,25 0,089 0,56 3,9
Vz2 0,50 0,146 0,92 7.8
Vz3 1,00 0,267 1,69 15,5
Vz4 2,00 0,461 2,91 31,0

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a z mnozstvi proteini vzorecku byl sestrojen

graf (viz Obr. 20.).

3,5

Enzymova aktivita (pkat)

* y = 0,0986x
05 - . R? = 0,9801

O T T T T T T 1
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Mnozstvi bilkoviny (ug)

Obr. 20. Znazornéni zavislosti vzristajici enzymové aktivity peroxidas [pkat] na mnozstvi proteinti

[ug] v jednotlivych vzoreécich

4.2.2. Optimalizace mnozZstvi roztoku TMB s H,O,

Zakoupeny roztok TMB s H,O, byl fedén v rizném pomeéru redestilovanou vodou.
Slozky reak¢ni smési byly napipetovany do mikrotitra¢ni desti¢ky (viz Tab. 4.). Méfeni
probihalo na spektrofotometru Tecan pifi 450nm. Namétfené hodnoty absorbanci byly

zpramérovany (viz Tab. 11.).
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Tab. 11. Optimalizace mnozstvi roztoku TMB s H,O, - Primérné hodnoty absorbanci

A
BL 0,056
S1 0,061
S2 0,105
S3 0,239
S4 0,298
S5 0,344
S6 0,336

Po odecteni blanku z nich byla vypocitdna enzymova aktivita (viz Tab. 12.).

Tab. 12. Optimalizace mnozstvi roztoku TMB s H,O, - Primérné hodnoty absorbanci spolu

s vypocitanou enzymovou aktivitou [pkat]

TMB s H,0; [p]] A a [pkat]

BL 0 0 0

S1 30 0,005 0,03
S2 60 0,049 0,26
S3 90 0,183 0,96
S4 120 0,242 1,27
S5 150 0,288 1,51
S6 180 0,280 1,46

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a zmnozstvi roztoku TMB s H,O, byl

sestaven graf (viz Obr. 21.).

1,600 -
1,400 ~
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -

0,400 +

Enzymova aktivita (pkat)

0,200 ~

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200

Mnozstvi TMB (ul)

Obr. 21. Znazornéni zavislosti vzristajici enzymové aktivity peroxidasy [pkat] na mnozstvi roztoku

TMB s H,O, [ul] v jednotlivych vzore€cich
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4.2.3. Optimalizace doby inkubace
Byla zmétena absorbance cytosolu pii rtiznych inkuba¢nich dobach. Do mikrotitra¢ni
desticky byly napipetovany slozky reak¢ni smési. Méteni probihalo na spektrofotometru

Tecan pii 450nm. Naméfené hodnoty absorbanci byly zprimérovany (viz Tab. 13.).

Tab. 13. Optimalizace doby inkubace - Primér namétenych hodnot absorbanci

A
BL 0,309
T1 0,389
T2 0,534
T3 0,688

Po odecteni blanku z nich byla vypocitana enzymova aktivita (viz Tab. 14.).

Tab. 14. Optimalizace doby inkubace - Hodnoty absorbanci a enzymova aktivita [pkat]

t [min] A a [pkat]
BL 0 0 0
Tl 10 0,080 0,76
T2 15 0,225 1,42
T3 20 0,379 1,80

Z vypoctenych hodnot enzymové aktivity a z riznych ¢asovych interval inkubace byl

sestaven graf (viz Obr. 22.).

2,
1,8 -
1,6 -
1,4 - .
1,2 -

14
08 -
06 -

y = 0,0895x
0,4 -

R? = 0,9867

Enzymova aktivita (pkat)

0,2 +

O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Cas (min)

Obr. 22. Znazornéni zavislosti vzristajici enzymové aktivity peroxidas [pkat] pfi rizné dobé inkubace

[min]
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4.2.4. Souhrn vysledki optimalizace

Na zéklad¢ ziskanych vysledkli optimalizace, bylo pro dal§i méfeni zvoleno fedéni

cytosolu v poméru 1:9, coz odpovida 1l na jamku (15,5U4g proteinu). Optimalni

mnozstvi pfidavaného substratu je 150pl, idedlni doba inkubace 15 minut a ptidavané

mnozstvi 2M H,SO, je 75pl.

4.3. Stanoveni aktivit peroxidas v subcelularnich frakcich

z homogenatu helminti a potkana s pouzitim substrati TMB a OPD

Byla zméfena absorbance rizné naiedénych subcelularnich frakci DIC, HC a potkana

pufrem. Reakce probéhla se dvéma typy substratl s koupenym roztokem TMB s H,O, a

s OPD v mikrotitracni desti¢ce. Mé&feni probihalo na spektrofotometru Tecan pfi

ptislusnych vlnovych délkach. Ziskané hodnoty absorbanci z jednotlivych pracovnich

dnii byly zprimérovany a po odecteni blanku zaznamenany (viz Tab. 15.-17.).

Tab. 15. Vysledky primérnych hodnot absorbanci DIC

T™MB OPD
A A
vzorek fedéni | 1.méfeni |2.méfeni |[3.méfeni |fedéni |1.méfeni |[2.méfeni |3.méfeni
K cyt 5x 0,280 0,311 0,310 10x 0,514 0,436 0,420
mik | 5x 0,251 0,258 0,247 n 0,018 0,022 -
mit n 0,113 0,104 0,102 n 0,073 0,050 0,060
ABZ cyt 5x 0,355 0,338 0,344 10x 0,502 0,426 0,399
mik | 5x 0,235 0,265 0,270 n 0,026 0,025 -
mit n 0,073 0,060 0,084 n 0,072 0,064 0,080
ABZSO | cyt 5x 0,390 0,375 0,392 10x 0,538 0,474 0,451
mik | 5x 0,342 0,365 0,367 n 0,028 0,027 o
mit n 0,058 0,047 0,048 n 0,093 0,064 0,073
Tab. 16. Vysledky primérnych hodnot absorbanci HC
TMB OPD
A A
vzorek fedéni | 1. méfeni |2.méfeni |3.méfeni |fedéni |1.méfeni |2.méfeni
ISE cyt | 10x 0,637 0,590 ----| 5x 0,162 0,163
mik | 5x 0,300 0,323 0,294 5x 0,175 0,192
mit | 5x 0,305 0,327 0,270 n 0,192 0,164
BR cyt | 10x 0,314 0,307 ----| 5x 0,128 0,109
mik | 5x 0,190 0,217 0,191 5x 0,081 0,097
mit | 5x 0,113 0,126 0,110 n 0,095 0,078
WR cyt | 10x 1,106 0,980 ----| 5x 0,132 0,125
mik | 5x 0,579 0,630 0,584 | 5x 0,616 0,624
mit | 5Xx 0,345 0,310 -—| n 0,354 0,370
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Tab. 17. Vysledky primérnych hodnot absorbanci P

TMB OPD
A A
vzorek | fedéni | 1.méfeni | 2.méfeni | 1. méfeni | 2.méfeni
PC 5x 0,459 0,459 0,302 0,297
PM 5x 0,213 0,216 0,074 0,062

Z prumérnych hodnot absorbanci byla po odecteni blanku vypocitdna enzymova aktivita

a smerodatna odchylka (viz Tab. 18.-20.).

Tab. 18. Enzymova aktivita peroxidas [pkat] spolu se smérodatnou odchylkou u DIC

TMB | OPD

vzorek a [pkat]

K cyt 1,9+02 57,7+63
mik 1,6 0,0 2,5+03
mit 0,7+ 0,0 77+ 14

ABZ cyt 22400 55,8+ 6,7
mik 1,6 +0,1 32+0,1
mit 0,5+0,1 9.1+ 1,0

ABZSO | cyt 2,4+0,1 61,6+5,7
mik 23+0,1 35+0,1
mit 0,3+ 0,0 97+ 1,9

Tab. 19. Enzymova aktivita peroxidas [pkat] spolu se smérodatnou odchylkou u HC

Hodnoty enzymové aktivity byly piepocteny na specifickou aktivitu a byla vypocitana

smérodatnd odchylka (viz Tab. 21.-23.).
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TMB |OPD
Vzorek a [pkat]

ISE | cyt 3,9+£0,2 20,5+0,1
mik 1,9+0,1 232+1,5
mit 1,9+0,2 22,5+2,5

BR | cyt 2,0+0,0 150+ 1,7
mik 1,3+0,1 112+14
mit 0,7+ 0,0 109+ 1,5

WR | cyt 6,6+ 0,6 16,2+ 0,6
mik 3,8+£0,2 78,3 +£0,7
mit 2,1+0,1 457+1,4

Tab. 20. Enzymova aktivita peroxidas [pkat] spolu se smérodatnou odchylkou u P
TMB |OPD

vzorek a [pkat]

PC 2,9+0,0 37,8 0,4

PM 1,3+0,0 8,6+1,1



Tab. 21. Specificka enzymova aktivita peroxidas [nkat/mg] u DIC

TMB | OPD

vzorek a [nkat/mg]
K cyt 0,68 £ 0,04 8,24 +£0,91
mik 0,16 + 0,00 0,01 + 0,00
mit 0,01 £0,00 0,03 + 0,00
ABZ cyt 0,45+0,01 4,65 £ 0,56
mik 0,17 +0,01 0,01 = 0,00
mit 0,01 + 0,00 0,04 + 0,00
ABZSO | cyt 0,87 +£0,02 8,80 +0,81
mik 0,28 +0,01 0,02 £ 0,00
mit 0,01 + 0,00 0,05+ 0,01

Tab. 22. Specifickd enzymova aktivita peroxidas [nkat/mg] u HC

TMB |OPD
vzorek a [nkat/mg]
ISE | cyt 0,95 + 0,05 0,50 + 0,00
mik 0,31 +£0,01 0,75+ 0,05
mit 0,20 + 0,02 0,09 + 0,01
BR | cyt 0,58 +£0,01 0,44 + 0,05
mik 0,19+ 0,01 0,34 + 0,04
mit 0,09 + 0,01 0,05+ 0,01
WR | cyt 1,14 +£0,10 0,28 + 0,01
mik 0,40 + 0,02 1,66 +0,01
mit 0,19+0,01 0,17+0,01
Tab. 23. Specificka enzymova aktivita peroxidas [pkat/mg] u P
TMB | OPD
vzorek a [nkat/mg]
PC 0,09 + 0,00 0,24 + 0,00
PM 0,12+ 0,00 0,15+ 0,02

Primérné hodnoty specifickych aktivit byly porovnany mezi subcelularnimi frakcemi

jednotlivych druhii helmintii a zaneseny do grafii (viz Obr. 23.-28.).
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Tab. 24. Srovnani specifickych aktivit peroxidas v cytosolu u DIC

a [nkat/mg]
T™MB OPD
K 0,69 + 0,04 8,24+ 0091
ABZ 0,45 £ 0,01 4,65 £ 0,56
ABZSO 0,87 £0,02 8,80 + 0,81
1 12
08 | ] 10 . T
G T oK B 8 L = @K
g 06 E
= OABZ % 6 | OABZ
% 0.4 = OABZSO = T OABZSO
= s 4 t
02 1 9 |
0 0
cytosol TMB cytosol OPD
Obr. 23. Srovnani specifickych aktivit peroxidas [nkat/mg] v cytosolu u DIC
Tab. 25. Srovnani specifickych aktivit peroxidas v mikrosomech u DIC
a [nkat/mg]
TMB OPD
K 0,16 +£0,00 0,01 £0,00
ABZ 0,17+ 0,01 0,01 £0,00
ABZSO 0,28 £ 0,01 0,02 £ 0,00
0,35 0,025
031 — 0,02 - —
0,25 | < _
=] O = i
£ 02 _ mABZ £ 001 mABZ
£ 015 - OABZSO | | £ o1 | mABZSO
© 0,1 ©
0,005 -
0,05
0 0
mikrosomy TVB mikrosomy OPD

Obr. 24. Srovnani specifickych aktivit peroxidas [nkat/mg] v mikrosomech u DIC
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Tab. 26. Srovnani specifickych aktivit peroxidas v mitochondriich u DIC

a [nkat/mg]
T™MB OPD
K 0,01 + 0,00 0,03 + 0,00
ABZ 0,01 £0,00 0,04 £ 0,00
ABZSO 0,01 + 0,00 0,05+ 0,01
0,012 0,07
0,01 0,06 -
0,05
£ 0006 | OABZ £ 0044 mABZ
g OABZSO 2 003 | mABZSO
< 0,004 - s 002 ]
0,002 - 0,01 -
0 0
mitochondrie TMB mitochondrie OPD
Obr. 25. Srovnani specifickych aktivit peroxidas [nkat/mg] v mitochondriich u DIC
Tab. 27. Srovnani specifickych aktivit peroxidas v cytosolu u HC
a [nkat/mg]
TMB OPD
ISE 0,95 £ 0,05 0,50 £ 0,00
BR 0,58 £0,01 0,44 + 0,05
WR 1,14+ 0,10 0,28 + 0,01
1,4 0,6
1,2 1 T 05 |
1 ’ T J_ ‘ -|_
s T OISE 5 04 L o ISE
s 2% meR | | £ g3 OBR
£ 061 = owWR | | € = aWR
® 04 w 021
0,2 | 0,1 4
0 0
cytosol TMB cytosol OPD
Obr. 26. Srovnani specifickych aktivit peroxidas [nkat/mg] v cytosolu u HC
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Tab. 28. Srovnani specifickych aktivit peroxidas v mikrosomech u HC

a [nkat/mg]
TMB OPD
ISE 0,31+0,01 0,75 + 0,05
BR 0,19+ 0,01 0,34 + 0,04
WR 0,40 + 0,02 1,66 + 0,01

0,45 1,8
0,4 - T 1,6
0,35 1.4 1
5 03] £ OISE ? 1,2 4 oISE
% 0,25 - mBR = 1 oBR
£ 027 =2 oWr| | £ 28] £ OWR
= 015 ~ 06 1
0.1 04 =
0,05 - 0,2
0 0
mikrosomy TMB mikrosomy OPD
Obr. 27. Srovnani specifickych aktivit peroxidas [nkat/mg] v mikrosomech u HC
Tab. 29. Srovnani specifickych aktivit peroxidas v mitochondriich u HC
a [nkat/mg]
TMB OPD
ISE 0,20+ 0,02 0,09 £ 0,01
BR 0,09 + 0,01 0,05 +0,01
WR 0,19+ 0,01 0,17+ 0,01
0,25 0,25
0,2 | T - 0,2 |
I & _
S o ISE ) L o ISE
£ 0,15 1 OBR E 0,15 OBR
® oWR ®
£ 01 = £ 01 - gowR
© L © L
0,05 | 0,05 | T
0 0
mitochondrie TMB mitochondrie OPD

Obr. 28. Srovnani specifickych aktivit peroxidas [nkat/mg] v mitochondriich u HC
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4.4. Stanoveni vlivu kyseliny salicylhydroxamové a merkaptosukcinatu
na aktivitu peroxidas v subcelularnich frakcich homogenatu helminti

s pouzitim substratu TMB

Aktivita peroxidas v subceluldrnich frakcich byla zméfena pomoci substrati TMB
s H,O, spolu s pfitomnosti inhibitord SH a MS. Byly zaznamenany primérné hodnoty

absorbanci po odecteni blanku (viz Tab. 30., 31.).

Tab. 30. Pouziti inhibitorti - Primérné hodnoty absorbanci u DIC

vzorek c[uM] SH MS
K cyt |- 0,367| 0,364
10 0,377| 0,289

100 0,401| 0,014

mik | --- 0,285| 0,227

10 0,280| 0,065

100 0,226| 0,001

mit | --- 0,045 0,047

10 0,043| 0,011

100 0,044| 0,007

ABZ cyt |- 0,376| 0,508
10 0,379 0,292

100 0,342| 0,008

mik | --- 0,301| 0,287

10 0,288| 0,081

100 0,282| 0,003

mit | --- 0,025| 0,024

10 0,034| 0,008

100 0,021| 0,007

ABZSO [cyt |--- 0,464| 0415
10 0,502| 0,229

100 0,493| 0,016

mik |- 0,440| 0,396

10 0,435| 0,157

100 0,433| 0,010

mit | --- 0,028| 0,026

10 0,026| 0,013

100 0,024| 0,012
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Tab. 31. Pouziti inhibitor( - Primérné hodnoty absorbanci u HC

vzorek c[uM] SH MS
ISE cyt |- 0,700| 0,667
10 0,669| 0,252

100 0,537| 0,049

mik | --- 0,358| 0,251

10 0,326 0,102

100 0,319 0,024

mit | --- 0,331] 0,293

10 0,322| 0,112

100 0,281| 0,038

BR cyt |- 0,386 0,366
10 0,404| 0,099

100 0,359 0,016

mik |--- 0,226| 0,201

10 0,218| 0,077

100 0,189| 0,019

mit | --- 0,126 0,115

10 0,128| 0,038

100 0,127| 0,012

WR cyt |- 1,208 1,216
10 1,176| 0,715

100 1,053| 0,035

mik |--- 0,688 0,622

10 0,671| 0,337

100 0,642| 0,039

mit | --- 0,365| 0,353

10 0,356| 0,147

100 0,357] 0,035

Primérné hodnoty absorbanci byly pfepocteny na enzymovou aktivitu a nasledné na

specifickou aktivitu (viz Tab. 32., 33.).

Tab. 32. Pouziti inhibitorl - Specificka aktivita peroxidas [nkat/mg] u DIC

vzorek c[uM] SH MS
K cyt |- 0,83 0,82
10 0,85 0,65
100 0,90 0,03
mik  |--- 0,18 0,15
10 0,18 0,04
100 0,15 0,00
mit | --- 0,00 0,00
10 0,00 0,00
100 0,00 0,00
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ABZ oyt |- 0,49] 0,67
10 0,50] 0,38

100 045] 0,01

mik |- 0,20] 0,19

10 0,19] 0,05

100 0,19] 0,00

mit |- 0,00] 0,00

10 0,00] 0,00

100 0,00] 0,00

ABZSO [cyt |- 1,05] 0,94
10 L13] 0,52

100 LI11] 0,04

mik |- 0,35] 031

10 0,34] 0,12

100 0,34] 0,01

mit |- 0,00] 0,00

10 0,00] 0,00

100 0,00] 0,00

Tab. 33. Pouziti inhibitorl - Specificka aktivita peroxidas [nkat/mg] u HC

vzorek c[uM] SH MS
ISE cyt |- 1,08 1,03
10 1,03 0,39

100 0,83 0,08

mik | --- 0,36 0,26

10 0,33 0,10

100 0,32 0,02

mit | --- 0,22 0,20

10 0,22 0,07

100 0,19 0,02

BR cyt |- 0,72 0,68
10 0,75 0,18

100 0,67 0,03

mik | --- 0,22 0,19

10 0,21 0,07

100 0,18 0,02

mit | --- 0,10 0,09

10 0,10 0,03

100 0,10 0,01

WR cyt |- 1,32 1,32
10 1,28 0,78

100 1,15 0,04

mik |--- 0,46 0,42

10 0,45 0,23

100 0,43 0,03

mit | --- 0,21 0,20

10 0,20 0,08

100 0,20 0,02
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Primérné hodnoty specifickych aktivit subcelularnich frakei jednotlivych druht
helminti byly vyjadifeny v procentech, porovnany u obou typt inhibitort SH a MS a
zaneseny do grafli (viz Obr. 29.-43.).

Tab. 34. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u DIC - K cyt

c[uM] SH MS

-— 100 100

10 103 79

100 109 4
120
100] —— | —
80 - —

< 601 =10
40 - m 100
20 -
0 ‘
SH MS

Obr. 29. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u DIC - K cyt

Tab. 35. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u DIC - K mik

o[uM] SH MS
-— 100 100
10 98 29
100 79 1
120
100 — _
80 | L =
< 60 | 10
40 - [ 100
20 | _‘
0
SH MS

Obr. 30. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u DIC - K mik
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Tab. 36. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u DIC - ABZ cyt

c[uM] SH MS
100 100
10 101 57
100 91 2
120
100 |  —— —
80 Ox
2 60 o 10
40 - m 100
20 -
0 .
SH MS

Obr. 31. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u. DIC - ABZ cyt

Tab. 37. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u DIC - ABZ mik

c[uM] SH MS
-— 100 100
10 96 28
100 94 1
120
100 — —
80 | —
2 60 - 010
40 - m 100
20 - _‘
0 :
SH MS

Obr. 32. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u DIC - ABZ mik
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Tab. 38. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u DIC - ABZSO cyt

c[UM] SH MS
- 100 100
10 108 55
100 106 4
120
100 — ] —
80 1 —
2 60 - 010
40 | @100
20 |
0
SH VS

Obr. 33. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u DIC - ABZSO cyt

Tab. 39. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u DIC - ABZSO mik

c[uM] SH MS
100 100
10 99 40
100 98 3
120
100 - — —
80 Ox
X 60 010
40 - m 100
20
0
SH MS

Obr. 34. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u DIC - ABZSO mik

pozn: v mitochondriich u K, ABZ i ABZSO byly specifické aktivity nulové, z tohoto

divodu nejsou vyjadieny pomoci graft
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Tab. 40. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - ISE cyt

c[UM] SH MS
--- 100 100
10 96 37
100 77 7
120
100 | — _
80 | | Ox
= 60 m10
40 | @100
20 |
0 :
SH MS

Obr. 35. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadtenych v % u HC - ISE cyt

Tab. 41. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - ISE mik

c[uM] SH MS
- 100 100
10 91 41
100 &9 9
120
100 — _
80 - | o
2 60 - 010
40 | 100
20 -
0 ‘
SH MS

Obr. 36. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - ISE mik
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Tab. 42. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - ISE mit

c[UM] SH MS
--- 100 100
10 97 38
100 85 13
120
1001 — —
80 - ] Ox
= 60 @10
40 | =100
20 -
0 ‘
SH MS

Obr. 37. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - ISE mit

Tab. 43. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - BR cyt

c[uM] SH MS
100 100
10 104 27
100 93 4
120
100 - —__ _
80 Ox
X 60 - o110
40 | @100
20
0 .
SH MS

Obr. 38. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - BR cyt
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Tab. 44. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - BR mik

c[UM] SH MS
- 100 100
10 97 38
100 84 9
120
100 - — —
80 - ] oOx
X 60 o110
40 | m 100
20
0 .
SH MS

Obr. 39. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - BR mik

Tab. 45. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - BR mit

c[uM] SH MS

--- 100 100

10 102 33

100 101 11
120
100 | ——71— —
80 Ox

2 60 o 10
40 | @100
20
0 :
SH MS

Obr. 40. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - BR mit

Tab. 46. Pouziti inhibitori - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - WR cyt
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c[uM] SH MS

-— 100 100

10 97 59

100 87 3
120
1004 — S
80 | ] Ox

< 60 | 010
40 | 100
20 |
0 :
SH MS

Obr. 41. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % HC - WR cyt

Tab. 47. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - WR mik

c[uM] SH MS
--- 100 100
10 97 54
100 93 6
120
1004 —p —
80 1 —
R 60 o 10
40 1 @100
20 |
0
SH MS

Obr. 42. Pouziti inhibitord - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - WR mik

Tab. 48. Pouziti inhibitorti - Srovnani specifickych aktivit vyjadienych v % u HC - WR mit
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c[uM] SH MS
100 100
10 98 41
100 98 10
120
100 - — _
80 Ox
X 60 o110
40 | @100
20 -
0 .
SH MS

Obr. 43. Pouziti inhibitort - Srovnani specifickych aktivit vyjadfenych v % u HC - WR mit
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S. DISKUSE

Prvnim Ukolem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo vyzkouset a porovnat dveé
ruzné metody pro stanoveni aktivity peroxidas. Kazda metoda vyuziva odliSny substrat.
Ulohu donort elektront piedstavovaly substraty 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
v jedné metodé¢ a O-fenylendiamin dihydrochlorid (OPD) v druhé metod¢€. Inkubace
reakénich smési u obou metod probihala v mikrotitracnich destickach. Aktivita
peroxidas byla testovana v subcelularnich frakcich helmintl a jater potkana ziskanych
z homogenatu frakéni centrifugaci. Po skonceni inkubace bylo mnozstvi oxidacnich
produkti stanoveno spektrofotometricky. Ze znamych molérnich absorp¢énich
koeficientil byly vypocitany enzymové aktivity a nasledné specifické aktivity peroxidas.
Pro stanoveni aktivity peroxidas pomoci TMB byl zakoupen roztok TMB dohromady s
H,0,. Je to pruhledna kapalnd latka, urend k pfimému pouziti u ELISA metod. Pti
inkubaci s enzymovym preparatem vznikd svétle modré zabarveni, které¢ se priddnim
stop ¢inidla méni na svétle zluty konec¢ny produkt, ktery vykazuje v UV/VIS spektru
absorpéni maximum pii 450nm. Tento roztok je pfipraven k okamzitému pouziti, coz
predstavuje velkou vyhodu. Na druhé stran¢ nevyhodou je relativné velka spotteba a
vysoka cena. Zkusila jsem vyuZit substrat TMB v praSku, ale vyskytly se problémy
s jeho rozpustnosti. V pufru Tris/HCl a v pfitomnosti H,O, vznikl modry roztok s
hustym zékalem. Ve vodé ho téZ nebylo mozno rozpustit ani pii pouziti DMSO a
alkoholi. Vznikal mlééné zakaleny roztok nevhodny k pouziti. Z téchto diivoda bylo
tedy nutné pro stanoveni pouzit jiz zakoupeny kapalny roztok TMB s H,0,.
Dalsim nezbytnym krokem byla optimalizace metody. Bylo postupné ménéno mnoZzstvi
jednotlivych slozek reakéni smési cytosolu a roztoku TMB s H,0,. Dale byla také
testovana rizna doba inkubace a nasledné¢ méfena aktivita peroxidas. S rostoucim
mnozstvim cytosolu aktivita peroxidas rostla linearné v rozsahu 0-2pl cytosolu (coz
odpovida 0-31pg proteinu) na jamku, pfi mnozstvi 3-10pul cytosolu na jamku byl rist
aktivity jiz nepatrny, proto je tfeba pii stanoveni pouzit zfedény enzymovy preparat
s obsahem proteint do 31ug. Protoze pii testovani enzymovych aktivit je vhodné pouzit
saturacni koncentrace substratli, sledovala jsem tedy zavislost aktivity peroxidas na
mnozstvi roztoku TMB s H,O,. Ve zvoleném rozsahu testovanych koncentraci byl
pribéh kiivky exponencidlni v rozmezi 0-150ul roztoku TMB s H,0O,. Saturace bylo

dosazeno az pii pouziti 150l roztokii substratl na jednu jamku. Pfi méfeni rizné doby
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inkubace byl néartst enzymové aktivity peroxidas linearni v celém testovaném casovém
rozsahu (10, 15 a 20 minut).

Ze ziskanych vysledkii po optimalizaci metody bych doporucila toto slozeni reak¢éni
smési v mikrotitraéni desti¢ce: Do jedné jamky napipetovat 10l biologického materialu
a 150pl zakoupeného roztoku TMB s H,O,. Po 15 minutové inkubaci pii 37°C reakci
zastavit pfidanim 75l 2M H,SO, a na spektrofotometru Tecan zméfit absorbanci pfi
450nm. Optimalizovanou metodu pro stanoveni peroxidas pomoci TMB jsem nasledné
porovnala s metodou vyuzivajici substrat OPD. Tuto metodu jsem na pracovisté zavedla
pfed dvéma roky v rdmci své bakaléarské prace.

OPD je krystalicka latka bilé barvy, fazena mezi substraty vhodné k pouziti u ELISA
metod. Pfi inkubaci roztoku OPD s H,O, se subcelularni frakci vznika svétle zluté
zabarveni, které¢ se piidanim stop ¢inidla méni na oranzovy kone¢ny produkt, ktery
vykazuje v UV/VIS spektru absorpéni maximum pii 490nm. Piiprava samotného
substratu byla ztiZena navazovadnim velmi malého mnozstvi této latky. Hodnota na
analytickych vahach se stdle ménila pravdépodobné z divodu, ze na sebe OPD vaze
vodu. Zdrojem chyb zde miize byt ptfiprava 1mM H,0, z diivodu velmi malého
mnozstvi peroxidu, se kterym se zde pracuje. Vzhledem k nizké stabilit€¢ musi byt
substrat vzdy piipravovan Cerstvé pred métenim.

Porovnanim obou metod jsem dospéla k zavéru, ze ob¢ tyto metody jsou dostatec¢né
citlivé a vhodné ke stanoveni aktivit peroxidas v biologickém materialu. Dle mého
nazoru bych preferovala metodu s pouzitim roztoku TMB s H,O, 1 pfes vyssi finan¢ni
naklady, protoZe roztok substratll je stabilni, netoxicky a metodika vyzaduje relativné
kratkou dobu inkubace, coz spolu s faktem, ze je roztok pfipraven k okamzitému pouziti
urychluje a usnadiiuje préci pti vlastnim stanoveni aktivit. U druhé metody vyuzivajici
ke stanoveni substrat OPD, jsou zna¢nou nevyhodou komplikace spojené s piipravou
substratu a to jak s navazovanim OPD tak s pfipravou 1mM H,0,. Substrat je nestabilni,
vzdy je nutno pfipravovat jej erstvy a je toxicky.

Dalsim tkolem mé diplomové prace bylo stanovit aktivity peroxidas u dvou druht
helmint: motolice kopinaté a vlasovky slézové. Specifické aktivity peroxidas byly
méteny v subcelularnich frakcich homogenatu helminti. Ze ziskanych vysledkl je
jednoznaéné nejvyssi hladina aktivit v cytosolu, nésleduji mikrosomy, nejnizsi je u

mitochondrii a to u obou druhi helminti. Celkové vyssi aktivity peroxidas byly
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nalezeny u vlasovky slézové, kterad je tedy schopna se 1épe branit toxickému H,O, nez
motolice kopinata.

Pti porovnani hodnot aktivit naméfenych pomoci TMB a OPD u motolice kopinaté byly
specifické aktivity vyrazné vyssi v cytosolu a mitochondriich pfi pouZiti substratu OPD
a v mikrosomech pfi méfeni pomoci TMB (napi. Kcyt 0,678+0,040nkat/mg TMB;
8,237+0,907nkat/mg OPD). Vlasovka slézova vykazovala mirn¢ vyssi aktivity cytosolu
a mitochondrii pfi pouziti substratu TMB a v mikrosomech pii méfeni pomoci OPD
(napt. ISEcyt 0,946+0,051nkat/mg TMB; 0,500+£0,002nkat/mg OPD). Rozdilnost
vysledku ziskanych pii pouziti riznych substrati miize poukazovat na rozdilnou afinitu
jednotlivych typl peroxidas vici t€émto substratim.

Rovnéz nas zajimalo, zda se budou aktivity peroxidas liSit u kment citlivych a
rezistentnich na anthelmintika. Porovnavali jsme tfi kmeny vlasovky slézové: kmen ISE
(citlivy na anthelmintika), kmen BR (rezistentni na benzimidazolova anthelmintika) a
kmen WR (rezistentni na vSechna anthelmintika). Aktivity peroxidas v jednotlivych
kmenech se signifikantné¢ liSily napt. specifické aktivity peroxidas v mikrosomech
(méfeni pomoci substratu TMB) mély nejvyssi hodnoty u kmene WR
(0,40+0,02nkat/mg), dale potom u kmene ISE (0,31+£0,01nkat/mg) a nejnizs$i hodnoty
vykazoval kmen BR (0,19+0,01nkat/mg). Z vysledkli je patrné, ze k multirezistenci
kmene WR mohou pfispivat 1 zvySené aktivity antioxidacnich enzymu, které
napomahaji pfeziti helminti pfi oxidaénim stresu vyvolanym imunitni odpovédi
hostitele.

Dale jsme zjistovali, zda dojde k ovlivnéni aktivit peroxidas kontaktem helminta se
subletalnimi koncentracemi anthelmintika. Motolice kopinaté byly 24 hodin inkubovany
v médiu s ABZ nebo s ABZSO. Kontrolni motolice byly inkubovany v médiu pouze
s rozpoustédlem (DMSO). Nasledné byly motolice zpracovany na subcelularni frakce a
v téchto frakcich byly zméteny aktivity peroxidas. Zatimco inkubace s ABZSO vedla
k signifikantnimu zvysSeni aktivit peroxidas v cytosolu, inkubace s ABZ naopak aktivitu
peroxidas v cytosolu snizovala. V mikrosomech byla vyssi aktivita peroxidas namétena
u motolic inkubovanych s ABZSO i u motolic inkubovanych s ABZ. Pfitomnost
ABZSO zifejm¢ tedy vede u helminta k navozeni urcitého oxidacniho stresu, coZ se
projevuje zvySenim aktivit peroxidas.

Poslednim tkolem této prace bylo sledovani vlivu inhibitord kyseliny
salicylhydroxamové (SH) a merkaptosukcinatu (MS) na specifickou aktivitu peroxidas

v subcelularnich frakcich helmintd. Obecné lze fici, Ze pouZiti inhibitoru SH ma
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minimalni az nulovy ucinek na inhibici specifické aktivity peroxidas u helmintt.
Naproti tomu MS vykazuje zfetelny koncentraéné-zavisly inhibi¢ni Gc¢inek na aktivity
peroxidas u obou kmenii helmintt. Pro inhibici peroxidas u helminti je tedy vyuzitelny
pouze MS. Neucinnost SH u peroxidas helminti poukazuje na odlisné vlastnosti
peroxidas savct helmintt.

V této praci byly sledovany aktivity peroxidas u riznych druh helmintd. Jejich
pritomnost byla prokazana za pouziti dvou typi substrati v reakci s H,O,. Tyto enzymy
jsou spolu s dal§imi soucasti velké rodiny, kterd chrani parazitujici helminty pted
radikdly uvolnénymi v pribéhu jejich metabolismu, ¢i uvolnénymi pii imunitni
odpovédi napaden¢ho hostitele (Henkle-Diihrsen a Kampkdtter, 2001). Z literarnich
zdrojti bylo zjiSténo, Ze nejrozsifencjSimi a nejcastéjSimi u raznych druhii helminti jsou
enzymy superoxiddismutasa a skupina peroxiredoxinl, jejichz zéastupcem je
thioredoxinperoxidasa. Predstavuji hlavni aktéry pfi odstrafiovani radikalt v téle
helminti (McGonigle et al., 1998). Dale se na ochrané podileji také napt. katalasa,
glutathionperoxidasa a neenzymatické systémy v zastoupeni glutathionu, vitaminu E, C,

karotenoidt a thiolll (Bruschi a Lucchi, 2001).
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6. ZAVER

1) V dostupné literatute byly vyhledany metody pro stanoveni peroxidas a jedna z nich

byla optimalizovana a zavedena na pracovisté Katedry biochemickych véd, FaF UK.

2) Nova metoda spouzitim substratu TMB ke stanoveni aktivit peroxidas byla

porovnana s metodou jiz vyuZivanou na pracovisti, kde je jako substrat pouzivan OPD.

wewr

s OPD.

3) Ob¢ tyto metody byly vyuZzity ke stanoveni aktivit peroxidas v subcelularnich

frakcich u dvou druht helmint: motolice kopinaté a vlasovky slézové.
4) Bylo zjisténo, Ze aktivity peroxidas se 1iSi u kmenu citlivych a rezistentnich na

anthelmintika a pfi kontaktu helminta s anthelmintikem dochazi k ovlivnéni aktivity

peroxidas.
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7. SEZNAM ZKRATEK

TMB
OPD
ROS
SA
OH’
GPx
LHP
MPO
HRP
TPO
ELISA
uv
VIS
HPLC

DAB
DEAE
LED
SPCEs

GSH
SOD
CAT
GST
TPx
PRXs
HC

DIC
TBARS
SNPs

3,5,3'5'-tetramethylbenzidin
O-fenylendiamin dihydrochlorid
volné radikaly kysliku
superoxidovy anion
hydroxylovy radikal
glutathionperoxidasa
lipidové hydroperoxidy
myeloperoxidasa
horseradish peroxidase = kienova peroxidasa
thyroperoxidasa
enzyme-linked immuno sorbent assay
ultrafialové spektrum svétla
viditelné spektrum svétla
high performance liquid chromatography = vysokou¢inna kapalinova
chromatografie
3,3'-diaminobenzidin
diethylaminoethyl
light — emitting diode = svétlo emitujici dioda
screen-printed carbon elektrodes = uhlikové tisténé elektrody
singletovy kyslik
glutathion
superoxiddismutasa
katalasa
glutathion-S-transferasa
thioredoxin peroxidasa
peroxiredoxiny
Haemonchus contortus
larva
Dirocoelium dendriticum
thiobarbituric acid-reactive substances

single-nucleotide polymorfism = jednonukleotidové polymorfismy
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Pgps
BCA
BSA
DMSO
H,O
SH
MS
PC
PM
oyt
mik

mit

P- glykoprotein
bicinchoninova kyselina
hovézi sérovy albumin
dimethylsulfoxid
destilovana voda
kyselina salicylhydroxamova
merkaptosukcinat
potkani cytosol

potkani mikrosomy
cytosol

mikrosomy
mitochondrie

netedény
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