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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických věd 

Kandidát: Lenka Sulanová

Školitel: Doc. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D.

Název diplomové práce: Stanovení aktivit peroxidas a jejich porovnání u různých 

helmintů

Cílem diplomové  práce  bylo  vyhledat  v dostupné  literatuře  jednoduché  metody  pro 

stanovení peroxidas, vybranou metodu zavést, optimalizovat a porovnat s metodou na 

pracovišti  již používanou. V metodě,  kterou jsem zvolila,  byl  jako substrát  využíván 

3,3′,5,5′-tetramethylbenzidin (TMB). Tuto metodu jsem optimalizovala a porovnávala 

s dříve  používanou  metodou  se  substrátem  O-fenylendiaminem  dihydrochloridem 

(OPD). Metoda s použitím TMB je přesnější, komfortnější, ale finančně náročnější než 

metoda  s OPD.  Obě  metody  jsem  následně  využila  na  stanovení  aktivit  peroxidas 

v subcelulárních frakcích dvou druhů helmintů: motolice kopinaté a vlasovky slézové. 

Zjistila  jsem,  že  aktivity  peroxidas  jsou  vyšší  u  vlasovky  slézové  než  u  motolice 

kopinaté. Rozdílné aktivity peroxidas vykazovaly subcelulární frakce u kmenů vlasovek 

citlivých a rezistentních na anthelmintika. Při ex vivo kontaktu motolice  s anthelmintiky 

(albendazol a albendazolsulfoxid) došlo k ovlivnění aktivity peroxidas. Z testovaných 

inhibitorů  peroxidas  působil  inhibičně  na  peroxidasy  helmintů  merkaptosukcinát, 

zatímco sylicylhydroxamová kyselina peroxidasy helmintů neinhibovala.
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ABSTRACT 

Charles University in Prague 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Biochemical Sciences 

Candidate: Lenka Sulanová

Supervisor: Doc. RNDr. Lenka Skálová, 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. I 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. TEORETICKÁ ČÁST
              

1.1. Úloha volných radikálů v organismu
Volné radikály jsou atomy, molekuly, nebo ionty schopné samostatné existence, které 

mají ve své valenční sféře jeden nebo více nepárových elektronů. Snaží se proto získat 

další  elektron  a  doplnit  si  tak  elektronový  pár  do  stabilní  konfigurace.  Navazují  se 

extrémně rychle na jinou strukturu, které elektrony předávají nebo jí elektrony odnímají.

Odnímáním nebo přijímáním elektronu dalšími  molekulami  dochází  k tvorbě dalších 

reaktivních  částic.  Radikálová  reakce  často  pokračuje  za  vzniku  dalších  reaktivních 

produktů. Ukončení radikálových reakcí nastane při setkání dvou molekul s nepárovými 

elektrony.  Pro organismus jsou nejdůležitější volné radikály kyslíku (ROS) a dusíku. 

Nejčastěji se objevujícím radikálem v organismu je pravděpodobně superoxidový anion 

(SA).  Vzniká  jedno  elektronovou   redukcí  kyslíku.  V závislosti  na  prostředí  má 

oxidační i redukční účinky. Jedná se o nestabilní molekulu, která v organismu rychle 

podléhá dismutaci (jeho dvě molekuly si mohou předávat elektrony vzájemně), jejímž 

produktem  je  peroxid  vodíku  (H2O2).  Ten  je  relativně  stabilní  a  proniká  v tělních 

tekutinách  i  na  značnou  vzdálenost.  S biologickými  molekulami  reaguje  relativně 

pomalu.  V přítomnosti  dvoumocného  železa  vytváří  vysoce  toxický  hydroxylový 

radikál (OH). OH je velmi silné oxidační činidlo schopné oxidovat báze v nukleových 

kyselinách, aminokyseliny, cukry i nenasycené mastné kyseliny v lipidech. Trojmocné 

železo vznikající při reakci může být redukováno SA, čímž se kruh pro další průběh 

uzavírá. Dalším příkladem jsou peroxynitrit, kyselina chlorná (HOCl) atd. Organismy 

využívají  volné  radikály  k ničení  fagocytovaných  mikroorganismů,  při  ovulaci  a 

oplodnění  vajíčka,  mají  signalizační  význam  v buňce,  ale  na  druhé  straně  mohou 

organismus  vážně  poškodit.  Mohou  napadat  lipidy  v lipoproteinech  a  buněčných 

membránách,  nukleové  kyseliny,  sacharidy,  bílkoviny,  enzymy  a  to  může  vést 

k těžkému poškození tkání,  orgánů a ke vzniku různých onemocnění  jako jsou např. 

ateroskleróza,  diabetes  mellitus,  zhoubné  novotvary,  záněty  aj.  Proto  organismus 

vyvinul účinné mechanismy obrany proti volným radikálům známé jako antioxidační 

ochrana,  mezi  jejíž  složky se řadí  i  peroxidasy.  Oxidační  stres představuje  porušení 

rovnováhy  mezi  vznikem  a  odstraňováním  reaktivních  forem  kyslíku.  Je  vyvolán 

zvýšenou tvorbou kyslíkových radikálů nebo snížením kapacity antioxidační ochrany. 
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Se zvyšujícím  se  věkem tvorba  reaktivních  forem kyslíku  stoupá,  zatímco  kapacita 

antioxidačních systémů klesá (Murray, 1998, Racek a Holeček, 1999, GHC Genetics, 

2010). 

Obr. 1. Obrana proti ROS A) Schematické znázornění procesů vedoucích ke tvorbě ROS a k obraně proti 

nim B) Antioxidační enzymy, které se účastní ochrany proti ROS (Henkle-Dührsen a Kampkötter, 2001).

        1.2. Vlastnosti peroxidas
Peroxidasy jsou enzymy, které se řadí do skupiny oxidoreduktas. Jejich přítomnost byla 

prokázána  v rostlinách,  mléce,  erytrocytech,  leukocytech,  trombocytech  a  dalších 

tkáních.  Jejich  prosthetickou  skupinou  je  hem.  Při  reakcích  katalyzovaných 

peroxidasami je peroxid vodíku redukován za současné oxidace jiného substrátu. Tím je 

předcházeno akumulaci  peroxidu,  produkci  volných radikálů,  poškození  membrán či 

vzniku aterosklerózy nebo rakoviny. Tyto enzymy mohou oxidovat i některé cizorodé 

látky - xenobiotika. Peroxidasy se dělí na specifické (potřebují k reakci určitý substrát) 

a  nespecifické  (oxidují  více  různých  substrátů).  Užívají  se  při  metodách  ELISA ke 

značení  antigenu nebo protilátky  a  v mnoha  dalších  enzymatických  stanoveních,  při 

nichž vzniká peroxid vodíku (Murray, 1998,  Kodíček, 2004).  
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1.3. Významné peroxidasy
Glutathionperoxidasa  (GPx) je  enzym,  který  katalyzuje  štěpení  peroxidu  vodíku  a 

současnou  oxidaci  cystein  obsahujícího  glutathionu.  Je  to  tetramerní  glykoprotein 

obsahující  selen  (právě  na  přítomnosti  selenu  závisí  antioxidační  funkce  GPx) 

v aktivním místě molekuly. Vyskytuje se ve třech různých formách (izoenzymech - je 

možné  je  odlišit  imunochemicky),  které  se  liší  substrátovou  specifitou  a  umístěním 

v buňce. První typ se nachází v cytoplazmě buněk, druhý v extracelulární tekutině a třetí 

typ je vázán v membráně - fosfolipidová glutathionperoxidasa, tento typ redukuje kromě 

peroxidu  vodíku  i  lipidové  hydroperoxidy  (LHP),  které  přeměňuje  na  příslušné 

hydroxylové deriváty lipidů. Tím chrání fosfolipidy buněčných membrán a přerušuje 

řetězovou  reakci  poškození  lipidů  volnými  radikály  (Racek  a  Holeček,  1999, 

Wikipedia1).  

Myeloperoxidasa  (MPO) je  obsažena  v azurofilních  granulech  neutrofilních 

granulocytů,  v lysozomech monocytů  a makrofágů.  Uplatňuje se při  fagocytóze jako 

látka  schopná zabíjet  bakterie,  plísně,  parazity  a  nádorové buňky.  Katalyzuje  reakci 

peroxidu vodíku  s chloridovými  ionty.  Vzniká  při  tom látka  s mohutným oxidačním 

účinkem - kyselina  chlorná,  která  umožní  vznik dalších reaktivních  forem kyslíku  - 

hydroxylový radikál, singletový kyslík. Při nadměrné tvorbě kyseliny chlorné dochází 

k chloraci  bílkovin  (vznikají  chloraminy),  syntéze  cholesterolu  a  může  být  zahájen 

proces lipoperoxidace. MPO je tetramer obsahující dva těžké a dva lehké řetězce. Každý 

z těchto  řetězců  váže  jednu  molekulu  hemu.  Hemový  pigment  způsobuje  zelené 

zabarvení sekretu neutrofilů, jako je hnis nebo sliz. Jsou známy tři izoformy, které se 

liší  pouze  ve  velikostech  těžkých  řetězců.  V molekule  je  obsažen  vápník,  který  je 

důležitý  pro strukturu  aktivního  místa.  MPO se využívá  při  metodách jako je  např. 

sandwich ELISA (Racek a Holeček, 1999, Wikipedia2).  

Křenová peroxidasa (HRP) je přítomna v křenu. V molekulární biologii se využívá její 

schopnosti  zesílit  slabý  signál  a  zvýšit  odhalitelnost  cílové  molekuly.  Používá  se 

k určení  malých  množství  specifických  proteinů  ve  western  blot  dále  v ELISA 

metodácha v imunohistochemii. Výhodou HRP je její velikost - je menší, stabilnější a 

levnější než např. alkalická fosfatasa, kterou lze u těchto metod také použít (Sigma–

Aldrich, Wikipedia3).  

10



Askorbátperoxidasa je nejčastěji přítomna u vyšších rostlin a také v řasách. Funkcí je 

detoxikace peroxidů za použití  kyseliny askorbové jako substrátu.  Pro tuto reakci je 

nezbytná přítomnost hemu jako kofaktoru (Shigeoka et al., 2002, Wikipedia4).  

Laktátperoxidasa se nachází v mléce. Má antimikrobiální a antioxidační vlastnosti. Je 

tepelně  odolná  a  široce  se  využívá  jako  indikátor  správné  či  špatné  pasterizace 

(Wikipedia5).  

Thyroperoxidasa  (TPO) se vyskytuje  hlavně ve štítné žláze,  kde katalyzuje  včlenění 

jódu do thyroglobulinu a následnou produkci thyroxinu a trijódthyroninu. Tato reakce je 

zprostředkována  pomocí  peroxidu  vodíku.  TPO  je  stimulována  thyrotropinem  a 

inhibována  thioamidovými  drogami  např.  propylthiouracilem  nebo  methimazolem 

(Wikipedia6).  

Cytochrom  c  peroxidasa  je  ve  vodě  rozpustný  enzym,  který  obsahuje  hem.  Je  to 

monomer.  Poprvé byla  izolována  z  pekařských kvasinek.  Kromě peroxidu  reaguje i 

s jinými  hydroperoxidy,  ale  v těchto  případech  je  reakce  mnohem  pomalejší  než 

s peroxidem vodíku (Wikipedia7).   

Eosinofilová peroxidasa, je peroxidáza cytotoxická vůči bakteriím (Wikipedia8).  

1.4. Metody stanovení peroxidas

1.4.1. Stanovení aktivit peroxidas s použitím substrátu 

3,5,3′5′-tetramethylbenzidinu 

Principem reakce je redukce peroxidu vodíku účinkem peroxidasy za současné oxidace 

3,5,3′5′-tetramethylbenzidinu.  Po  inkubaci  a  přidání  stop  činidla  je  měřena  hodnota 

absorbance vzniklého produktu na spektrometru. Výhodou tohoto systému je stabilita 

oxidačního produktu TMB při kyselém pH. V této kolorimetrické metodě, pomocí které 

je  detekována  aktivita  endogenních  peroxidas  v krvi  nebo  v průmyslu  při  syntéze 

barviv, se dříve jako substrát používal benzidin, ale kvůli karcinogenním vlastnostem 

tohoto  aromatického  aminu  je  nyní  nahrazován  bezpečnějším  3,5,3′5′-

tetramethylbenzidinem.  Tento  fakt  a  vysoká  citlivost  řadí  TMB  mezi  vhodné 

chromogenní  substráty  používané  v ELISA  metodě.  Metoda  je  charakterizována 

linearitou, správností, přesností, je spolehlivá, finančně nenáročná a jednoduchá.
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Obr. 2. Chemická struktura TMB a jeho oxidační stavy  (charge-transfer complex je v průběhu oxidace

modře zabarven; di-imin žlutě).

Tato metoda byla např. využita ve studii, která se zabývala otázkou zvýšení celkového 

antioxidačního  stavu přidáním jodidu k lidskému séru,  protože  u některých  pacientů 

s degenerativními chorobami, kteří byli léčeni solnými roztoky s jódem byla přítomna 

zvýšená aktivita plasmatické glutathionperoxidasy. Po přidání NaI docházelo ke zvýšení 

peroxidasové aktivity ve srovnání s kontrolním sérem (ke kterému se NaI nepřidává). 

Po  přidání  NaCl  dochází  ke  slabému  poklesu  peroxidasové  aktivity  ve  srovnání 

s kontrolním sérem (Tatzber, 2003).  
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1.4.2. Stanovení aktivity peroxidas chemiluminiscencí

V současnosti  je  při  chemiluminiscenčních  analýzách  jako  substrát  hojně  využíván 

cyklický hydrazid – Luminol.

Obr. 3. Reakce přeměny luminolu působením HRP, peroxidu a enhanceru.

Mezi  reagencie  pro  detekci  peroxidasové  aktivity  se  řadí  PS–1  a  PS–3.  Obsahují 

substrát akridan, který podléhá enzymatické oxidaci a přeměňuje se na akridinium ester, 

ten  reaguje  s peroxidem  vodíku  (přítomným  v  reagencii)  a  vzniká  nestabilní 

meziprodukt  dioxetanon.  Enhancer  včleněný  do  reakce  urychluje  a  prodlužuje 

enzymatickou oxidaci akridanového substrátu. Na konci reakce je enhancer redukován 

zpět do svého původního stavu a je připraven k další oxidaci akridanu. Nevýhodou této 

metody je, že se pracovní roztok musí připravovat denně. Reakce mezi jednotlivými 

komponentami je velice pomalá a dochází k vysoké spotřebě reaktantů. Z těchto důvodů 

je komplikováno použití tohoto substrátu na automatických analyzátorech.

Obr. 4. Průběh reakce substrátu PS-3.
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Ovšem tento problém byl vyřešen objevením nových reagencií PS–atto a TMA-6. PS-

atto je využíván pro detekci při stanovení v roztocích a  TMA–6 se používá v blotting 

aplikacích. 

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

Obr. 6. Průběh reakce substrátu PS-atto.
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Průběh  reakce  je  velmi  rychlý.  Chemiluminiscenční  emise  se  objevuje  ihned  po 

smíchání PS–atto nebo TMA–6 s HRP a maximální intensitu lze naměřit po několika 

minutách.  Nejdůležitější  vlastností  těchto  činidel  je,  že  mohou  být  skladovány 

v jednotlivých  nádobách  a  jsou  přímo  připraveny  k reakcím.  Pracovní  roztoky  lze 

skladovat 3 týdny při laboratorní teplotě a 4 měsíce při 4 °C. Výhodou těchto substrátů 

je možnost  použití  u automatických analyzátorů na základě jejich stability,  rychlého 

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

1.4.3. Stanovení aktivity peroxidasy pomocí chromogenů

pyrokatechol - anilin a fenol - aminoantipyrin  

Principem  metody  je  reakce  HRP  s chromogenem  za  vzniku  růžového  zabarvení 

produktu, jehož koncentraci  lze stanovit  spektrofotometricky,  pomocí HPLC analýzy 

nebo elektrochemické analýzy.

Obr.  7. Průběh  reakcí  elektrochemické  metody  a  enzymatického  stanovení:  a)  Průběh  reakce  mezi 

anilinem  a  pyrokatecholem  v průběhu  elektrochemické  metody,  b)  Průběh  reakce  mezi  anilinem  a 

pyrokatecholem v průběhu enzymatického stanovení.
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Obr. 8. Srovnání UV–VIS spekter enzymatického a elektrochemického produktu: a) absorpční spektrum 

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

Metoda  při  použití  směsi  pyrokatechol–anilin  vykazuje  vyšší  citlivost  a  nižší  mez 

detekce než při použití směsi fenol–aminoantipyrin. Prozkoumány byly i jiné dvojice 

vodíkových  donorů  např.  pyrokatechol–aminoantipyrin,  pyrokatechol–fenol,  fenol–

anilin  atd.,  ale  barevné  produkty  těchto  párů  nebyly  dostatečně  stabilní  k získání 

reprodukovatelných  výsledků  měřitelných  pomocí  UV–VIS  spektroskopie.  Dalšími 

pozitivy uvedené metody jsou uspokojivá reprodukovatelnost,  snadná proveditelnost, 

rychlost, nízké finanční náklady. Nevýhodou je práce s fenolem, který vykazuje určité 

karcinogenní účinky (Rad-Molaei, 2007).            

1.4.4. Stanovení aktivity peroxidas s využitím 3,3′-diaminobenzidinu, guajakolu a 

dapsonu 

Substrátem je směs 3 různých látek DAB (3,3′-diaminobenzidin),  guajakol a dapson 

(4,4′-diaminodifenylsulfon).  Tato  metoda  byla  vyzkoušena  pro  stanovení  aktivit 

myeloperoxidasy ve slinách. V této metodě byl použit tzv.“Sandwich test-disk“. Disk je 

vytvořen  z DEAE-celulózového  papíru  a  celulózového  chromatografického  papíru. 

Papíry jsou uloženy do hliníkového kolečka. Na disk je aplikováno 0,1ml vzorku slin a 

přidáno 0,1ml substrátu, následuje inkubace při pokojové teplotě. Denzita zabarvení je 

měřena optickým analyzátorem, který obsahuje LED (light – emitting diode = světlo 

emitující dioda) při 460nm a fotodetektor. Výhodou směsi DAB + Guajakol je, že tato 

kombinace zvyšuje enzymatickou reakci 2-3x ve srovnání s použitím každého zvlášť. 
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Substrát DAB není vhodné používat samotný z důvodu, že se jím dají stanovit pouze 

nízké hladiny peroxidasové aktivity. Hladina dapsonu do 2,2mM má drobné inhibiční 

účinky na aktivitu MPO a 95% inhibiční účinek na aktivitu slinné peroxidasy. Proto se 

tedy přidává k dvěma předešlým substrátům – z důvodu, aby byla  potlačena aktivita 

slinné  peroxidasy  a  mohla  být  změřena  aktivita  MPO.  Tato  metoda  je  citlivá, 

jednoduchá a finančně nenáročná. Měření MPO metodou ELISA (jako screeningovým 

vyšetřením) je nevhodné z  důvodu, že ve skutečnosti během ELISA stanovení (kdy je 

měřena  celková  -  aktivní  a  inaktivní)  MPO  může  interferovat  s HRP,  která  je 

konjugována se sekundární protilátkou. Dále může interferovat s aktivitou  MPO, která 

byla zachycena protilátkami. Další nevýhodou je, že peroxidasy jsou silně adsorbovány 

z vodných  roztoků  na  sklo,  sklovinu  a  buněčné  povrchy. Peroxidasa  vyskytující  se 

v dutině  ústní  představuje  komplex  složený  ze  slinné  peroxidasy  (syntetizována  a 

sekretována  slinnými  žlazami)  a  z myeloperoxidasy  (ta  se  sem dostává  z leukocytů 

migrujících do dutiny ústní). MPO je primárně skladována v neutrofilech a její funkcí je 

nejen zabíjení nežádoucích mikroorganismů, ale také iniciace a propagace akutních a 

chronických  zánětlivých  reakcí.  Tato  metoda  poukazuje  na  využití  MPO  jako 

biomarkeru  paradontózy (Sakamoto, 2008). 

Obr.  9. Zastoupení  aktivity  MPO ve  slinách  u osob s a  bez  paradontózy:  1)  MPO (40ng proteinu), 

z lidských  leukocytů,  2)  100µl  slin  od  pacienta  s onemocněním,  3)  100µl  slin  od  zdravé  osoby, 

4) Blank - 100µl destilované vody
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1.4.5. Voltametrické stanovení aktivity peroxidas s použitím 

3–indoxylfosfátového substrátu

Principem metody  je  použití  3-indoxylfosfátu  jako  elektrochemického  substrátu  pro 

měření  aktivity  peroxidas  v roztoku.  Na  enzymatickou  změnu  substrátu  upozorní 

indigová  modř  (nerozpustná  ve  vodném  roztoku).  Tento  enzymatický  produkt  je 

přidáním  dýmavé  kyseliny  sírové  (do  reakční  směsi)  rozpuštěn  za  vzniku 

elektroaktivního  detekovatelného  produktu  disodium  5,5′ -  indigotindisulfonátu 

(indigová červeň). K detekci je použita cyklická voltametrie s použitím SPCEs (screen-

printed  carbon  elektrodes  =  uhlíkové  tištěné  elektrody).  Výhodou  této  metody  je 

rychlost,  správnost,  přesnost  a  jednorázové  použití  SPCEs  řeší  problémy  spojené 

s kontaminací mezi vzorkem a usazeninami na detekčním povrchu. Výhodou je nízký 

detekční  limit  a vysoká sensitivita.  Indigo carmine je ve vodě rozpustná sloučenina, 

která se hojně využívá v potravním, farmaceutickém a kosmetickém průmyslu (Bolado-

Fanjul, 2004).  

1.5. Helminti parazitující červi
Helmintologie  je  nauka  o parazitických  červech  (helmintech)  a onemocněních 

působených  u člověka,  živočichů  a rostlin.  Zabývá  se  morfologií,  ultrastrukturou, 

fylogenezí, systematikou, taxonomií, vývojovými cykly helmintů a jejich závislostí na 

vlivech vnějšího prostředí.  Studuje rovněž patogenní  působení  na hostitele,  imunitní 

odpověď  hostitelů,  geografické  rozšíření  helmintóz,  jejich  epidemiologii,  léčení 

a prevenci. Helminti představují různorodou skupinu parazitických červů, řadících se do 

kmene  Plathelminthes (ploštěnci), kam se řadí třídy  Trematoda (motolice) a  Cestoda 

(tasemnice)  a  do  kmene  Nemathelminthes (oblí  červi),  kam se  řadí  třída  Nematoda 

(hlístice) (Buchta a kol., 1998).

1.6. Antioxidační enzymy helmintů
Během infekce vyvolané přítomností helmintů v lidském organismu, fagocytující buňky 

člověka vylučují ROS a radikály dusíku. Tyto radikály jsou uvolňovány do organismu i 

při  normální  funkci  metabolismu.  Příkladem  radikálů  uvolňovaných  při  přítomnosti 

helmintů jsou SA, H2O2  , OH,  1O2 a HOCl. Nejdůležitějšími antioxidačními systémy 

v buňkách jsou jednak neenzymatické v zastoupení glutathionu (GSH), vitaminu E, C, 

karotenoidů a thiolů. Enzymatické systémy zahrnují účinek superoxiddismutasy (SOD), 
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katalasy (CAT), peroxiredoxinů a GPx, které inaktivují peroxid a v neposlední řadě také 

glutathion-S-transferasa (GST).

SOD katalyzuje dismutaci SA na H2O2 a kyslík. Existuje v několika formách lišících se 

přítomností  kovu v jejich  aktivním místě.  Fe-SOD je  přítomna  v prvocích,  řasách  a 

vyšších rostlinách (Bruschi a Lucchi, 2001). U eukaryotických organismů se vyskytuje 

mitochondriální Mn-SOD, což je tetramerní protein kódovaný v jádře, syntetizovaný v 

cytosolu a po translaci importovaný do mitochondriální matrix. Buněčná Cu/Zn-SOD je 

dimerní molekula skládající se ze dvou identických podjednotek, kdy každá obsahuje 

jeden atom mědi a jeden zinku. Je přítomna v cytosolu nebo jádře. V neposlední řadě 

sem patří  také  extracelulární  Cu/Zn-SOD,  která  představuje  tetramerní  glykoprotein 

složený ze čtyř  identických podjednotek, kdy každá obsahuje atom mědi  a zinku, je 

přítomna  v plazmě,  lymfě,  ascitické  a  cerebrospinální  tekutině.  Aktivita  SOD  byla 

prokázána  ve  většině  testovaných  parasitech  (Henkle-Dührsen a  Kampkötter,  2001). 

Příkladem je  přítomnost  Cu/Zn-SOD u  Haemonchus contortus  ve svalstvu,  hltanu a 

někdy i v močovém traktu tohoto parasita (Liddell a Knox, 1998).  

CAT  je  tetramerní  molekula  tvořená  podjednotkami,  které  obsahují  hematin  a 

prostetickou  skupinu.  Katalyzuje  rozklad  H2O2  na  molekulární  kyslík  a  vodu.  Je 

přítomna v peroxizomech i cytosolu mnoha živočichů (Henkle-Dührsen a Kampkötter, 

2001).  Úloha  katalasy  v ochraně  parazitů  je  méně  jasná.  Tento  enzym se  vyskytuje 

pouze u některých  druhů a  to  ve velmi  nízkých koncentracích.  Obvykle  se  nachází 

uvnitř peroxisomů v buňce, kde detoxikuje peroxid endogenního původu, ale taktéž ji 

lze  najít  v cytosolu  a  zde  hraje  roli  v ochraně  proti  peroxidu  exogenního  původu. 

V jedné ze studií bylo prokázáno, že toxicita exogenního H2O2 byla po inhibici katalasy 

na vzestupu (Kotze a McClure, 2001). 

GST se řadí do skupiny dimerních isoenzymů jejichž funkcí je redukování přítomnosti 

LHP, ke své funkci potřebují přítomnost selenu obsaženého v GPx. 

Pojmem peroxiredoxiny (PRXs) se označuje široká skupina odlišných antioxidačních 

enzymů  s  různými  biologickými  funkcemi.  Prvním,  který  byl  zaznamenán  byla 

thioredoxinperoxidasa (TPx) objevená v Saccharomyces cerevisiae (McGonigle et al., 

1998). Na rozdíl od ostatních enzymů postrádají kofaktory jako jsou kovy a prostetické 

skupiny.  Katalyzují  redukci  H2O2  na  vodu  a  alkyl  hydroperoxidy  na  odpovídající 

alkoholy z důvodu zabránění tvorby nebezpečných hydroxylových radikálů. Dělí se do 

dvou velkých skupin podle přítomnosti jednoho nebo dvou zbytků cysteinu na 1-cys a 

2-cys enzymy. Ve třídě Nematoda bylo popsáno devět druhů 2-cys a dva druhy 1-cys 
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enzymů  (Henkle-Dührsen  a  Kampkötter,  2001).  TPx je  řazena  mezi  2-Cys  PRXs a 

chrání proteiny před inaktivací ROS v železem katalyzovaném oxidačním systému, ve 

kterém úlohu reduktantu zastává thiol. Přítomnost thiolu v reakci je nezbytná, v případě 

náhrady jiným reduktantem např.  askorbátem,  reakce  probíhat  nebude.  Je  to  z  toho 

důvodu,  že  thiol  redukuje  disulfidové  vazby  v TPx  a  tím  ji  aktivuje  (askorbát  toto 

neumí).  Sulfhydrylové  skupiny  jsou  regenerovány  přenosem  elektronů  z NADPH 

thioredoxin  reduktasou  na  thioredoxin  a  nakonec  na  TPx  (Chae  et  al.,  1994). 

Antioxidační enzymy chrání helminty proti ROS a radikálům dusíku produkovanými 

hostitelem, ve kterém parazitují. Blokováním těchto enzymů imuno nebo chemoterapií 

by mohl  být  jedním ze způsobů eliminace  helmintů  z organismu (Bruschi  a Lucchi, 

2001).

Obr. 10. Redukce peroxidu vodíku 1-Cys and 2-Cys PRXs (Henkle-Dührsen a Kampkötter, 2001).

1.7. Haemonchus contortus (Vlasovka slézová)
Třída  Nematoda (hlístice)  představuje širokou skupinu organismů buď volně žijících 

nebo parazitujících na hostiteli. Parazitují především na malých přežvýkavcích (ovce a 

kozy). Do této skupiny se řadí krví se živící v trávicím traktu žijící parazit Haemonchus 

contortus (HC),  který  je  příčinou  vzniku  anemie  a  s ní  spojených  komplikací, 
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v některých  případech  vedoucích  ke  smrti  nakaženého  jedince  (Nikolaou  a  Gasser, 

2006).    

Obr. 11. Haemonchus contortus (Google1). 

Užíváním anthelmintik  je infekce umírněna,  ale  bohužel se objevuje rezistence proti 

některým složkám, snižující jejich účinnost (Nikolaou a Gasser, 2006).    

Obr. 12. Slez kozy s těžkou infekcí HC. Červené zabarvení červů je výsledkem příjmu krve od hostitele 

(Kaplan, 2008).

V experimentální části této práce byly použity 3 typy izolátů HC. Prvním je ISE, který 

byl  izolován z druhu pocházejícího z východní Afriky.  Snadno podléhá všem třídám 

anthelmintik  a  byl  přijat  za  standardní  izolát  v projektu  genového sekvenování  HC. 

Druhým  izolátem  je  WR  (White  river),  který  byl  získán  z původního  druhu 
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pocházejícího z oblasti jižní Afriky a který je rezistentní na ivermektin (Redman, 2008). 

Třetím izolátem je kmen BR (rezistentní na benzimidazolová anthelmintika).

Vývojový  cyklus  HC  začíná  nakladením  vajíček  do  žaludku  přežvýkavců.  Ve  fázi 

moruly  se  dostávají  spolu  s  výkaly  ven  z těla  hostitele  z důvodu  zajištění  přísunu 

kyslíku,  který  je  nezbytný  pro  následný  embryonální  vývoj.  Cyklus  pokračuje 

vylíhnutím larvy z vajíčka L1, dále  přes L2, L3 a  L4 než dosáhne stádia  dospělého 

jedince (Nikolaou a Gasser, 2006).    

Obr. 13. Vývojový cyklus HC: E-embryogeneze; S-sexualní diferenciace; R-reprodukce; F1-bacterial-

feeding phase; F2-fáze, kdy se jedinec živí krví; G-rychlá růstová fáze; stádia larev L1, L2, L3, L3-larva 

bez ochranného obalu (xL3) a L4. Doba od stádia xL3 do produkce vajíček dospělou samičkou je 18 dní 

(Nikolaou a Gasser, 2006).    .

Součástí každého

 stupně  vývoje  jsou  dvě  fáze.  První  je  obdobím činnosti,  které  může  nebo nemusí 

zahrnovat  příjem  potravy  a  růst.  Druhé  období  je  obdobím  letargie,  kdy  dochází 

k výrazným  strukturálním  změnám.  Po  tomto  období  jsou  larvy  plně  vyvinuty  a 

chráněny nově syntetizovanou kutikulou. Ta slouží nejen k udržení tvaru těla, ale také 

k interakci  s okolním  prostředím  a  k reakci  na  imunitní  odpověď  hostitele.  Procesy 

tvorby nové kutikuly a odstranění té staré jsou úzce spojeny (Nikolaou a Gasser, 2006). 

Doba a vývoj růstu každého stádia jsou odlišné v závislosti  na různých druzích HC, 

podmínkách prostředí a na hostiteli (Rossanigo a Gruner, 1996). Během embryogeneze 

dochází k vývoji základních tkání typických pro nematoda (střevní, svalovou, podkožní, 
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nervovou a zárodečné buňky) a každý typ se dále diferencuje během vývojového cyklu. 

Příkladem  je  vývoj  ústního  pouzdra  důležitého  pro  příjem  krve  (L4),  sexuální 

diferenciace (L4) a gametogeneze u dospělého jedince. K podstatnému růstu dochází ve 

fázích L2, L4 a u dospělého jedince. 

Obr. 14. Přední část HC s jasně viditelnou ústní kapsulou, která obsahuje kyjovitý zub, pomocí něhož 

jsou narušovány cévy hostitele (Kaplan, 2008,  Wikipedie1).

Vývoj se odehrává ve dvou odlišných prostředích, ve volné přírodě (stádia L1-L3) a 

uvnitř hostitele (xL3-dospělý jedinec). Každé z těchto stádií má odlišné požadavky na 

pohyblivost,  smyslové  vnímání,  metabolismus  a  regulaci  hormonů  endokrinního 

systému.  L3 představuje  přechodný stupeň mezi  volně  žijícím jedincem (aerobní)  a 

jedincem,  který  se  po  pozření  hostitelem  stává  parazitem  (anaerobní  nebo 

mikroaerobní). Během stádia L4 může dojít k pozastavení vývoje (hypobioze) ve stěně 

žaludku a to jako odpověď na vnější vlivy nebo na imunitní odpověď hostitele. Co se 

týče metabolismu je odlišný ve fázích, kdy je jedinec ve stádiu aerobním či anaerobním 

a  lze  tyto  fáze  rozlišit  podle  přítomnosti  enzymu  sukcinátdehydrogenasy  (aerobní 

jedinec) a glutamátdehydrogenasy přítomné v cytoplasmě intestinálních buněk u jedince 

ve  fázi,  kdy  se  živí  krví  (anaerobní  jedinec).  U  jedince  v dospělém  stádiu  je  také 

přítomna GST jejíž úlohou je detoxikace látek a transport hemu, díky její vysoké afinitě 

k hematinu. Jedním ze způsobů ochrany hostitele při přítomnosti parazitů v jeho těle, je 

respirační vzplanutí fagocytů (eosinofilů, neutrofilů a makrofágů) a tvorba ROS pomocí 
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NADPH oxidasy.  Odpovědí  HC na oxidační  stres je  zvýšení  hladiny antioxidačních 

enzymů (Kotze a McClure, 2001). Ty byly lokalizovány pomocí imunologických metod 

v buňkách svalů, hltanu a dělohy dospělých samiček. Aktivita katalasy byla detekována 

v L3  i  v dospělém  jedinci  (Kotze  a  McClure,  2001).  V několika  studiích  bylo 

prokázáno, že L4 a dospělí jedinci HC indukují tvorbu katalasy po expozici H2O2 a bylo 

zkoumáno zda dochází ke zvýšení množství mRNA pro antioxidační geny. Hraje roli 

v ochraně HC před ROS pocházejícími ze dvou zdrojů. Jednak se uvolňují při imunitní 

odpovědi hostitele a další radikály pocházejí z hostitelova oxyhemoglobinu, který byl 

stráven  parazitem.  Schopnost  L4  a  dospělého  jedince  zvyšovat  aktivitu  katalasy  je 

vyžadována  pro zvládnutí  radikálů  pocházejících  z hemoglobinu  a  může  to  být  také 

nezbytný  krok  pro  prodloužení  infekce  (Kotze,  2003).  Monooxygenasová  aktivita 

cytochromu P 450 je vyšší u L1 a L3 ve srovnání s dospělými jedinci (Kotze, 1997). 

Byly  zaznamenány  rozdíly  v transkripci  peroxiredoxinu,  která  je  vyšší  u  dospělých 

jedinců než u L3 a GPx, která je naopak vyšší  u L3, z toho vyplývá následně různá 

aktivita  těchto  enzymů  v příslušných  vývojových  stádiích  obzvláště  peroxiredoxinu, 

který hraje důležitou roli při adaptaci v prostředí hostitele (Nikolaou a Gasser, 2006). 

1.8. Dirocoelium dendriticum (Motolice kopinatá)
Mezi  představitele  třídy  Trematoda se  řadí  parazit  Dirocoelium  dendriticum (DIC). 

Důležitost dicrocoeliosy se zvyšuje v oblastech, kde infekce koexistuje s onemocněním 

vyvolaným helmintem Fasciola hepatica. Klinická manifestace akutní nebo chronické 

dicrocoeliosy byla primárně pozorována u ovcí, koz, skotu, ale i u člověka. Infekční 

vajíčka  s vyvinutými  larvami  (miracidium)  se  po  pozření  prvním  mezihostitelem, 

kterým jsou suchozemští plži rodu Zebrina nebo Helicella. Ve střevě plžů se miracidia 

uvolňují z obalu vajíček a migrují do hepatopankreasu, kde prodělávají další vývoj a 

přes  různá  stádia  jsou  jako  cerkarie  vylučovány  slizem plže  do  vnějšího  prostředí. 

Druhým mezihostitelem jsou mravenci rodu Formica, kteří se živí slizem těchto plžů. 

Po požití  cerkarie pronikají do tělové dutiny mravence a encystují  v bohaté infekční 

stádium  metacerkarie.  Definitivní  hostitel  (např.ovce)  se  nakazí  při  pastvě  pozřením 

infikovaných mravenců, kteří v důsledku poškození nervové soustavy zůstávají strnule 

přichyceni na vrcholcích stébel trav. V trávicím traktu ovce je jejich ochranná schránka 

změkčena trávicími šťávami a mladé motoličky migrují ze střeva do jater přes žlučovod 

portálním krevním systémem, kde dospívají (Sánchez-Campos, 2000, Wikipedie2).
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Obr. 15. Vývojový cyklus Dicrocoelium dendriticum (Google2).

V prvních dnech infekce dochází k angiektasii jaterních centrálních žil a portobiliárních 

žil.  Po ukončení akutní fáze se objevuje chronický zánět žlučových kanálků spolu s 

portální a septální fibrosou. Bylo prokázáno, že DIC způsobuje histopatologické změny 

dvěma  způsoby.  Hyperplasie  epitelu  žlučovodů,  může  být  způsobena  mechanickým 

drážděním vyvolaným přísavkami dospělých jedinců (Sánchez-Campos, 2000).

Obr. 16. Orgány Dicrocoelium dendriticum (Google3). 
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Druhým mechanismem je uvolňování toxických metabolitů parasitem, které mohou mít 

přímý hepatotoxický vliv na hostitele. Cytokiny produkované makrofágy a lymfocyty 

mohou stimulovat proliferaci fibroblastů a následnou fibrosu. Hvězdicové buňky mohou 

zesilovat  zánětlivou  odpověď  na  poškození  jater,  uvolňováním  cytokinů 

chemotaktických  pro  leukocyty.  Dochází  k jejich  infiltraci,  která  doprovází  většinu 

jaterních  poškození.  Aktivované  zánětlivé  buňky  produkují  SA,  H2O2  ,OH,  ty  pak 

vedou  k peroxidaci  lipidů  plasmatické  membrány  a  k postupnému  zduření  buněk. 

Peroxidace lipidů může být spojena s jaterní fibrosou způsobenou tetrachlormethanem a 

alkoholem  (Sánchez-Campos,  2000).  Při  oxidačním  stresu  a  následné  zvýšené 

peroxidaci  lipidů  dochází  k uvolňování  malondialdehydů.  Jednou  z metod  jejich 

stanovení  je  použití  TBARS  (Thiobarbituric  acid-reactive  substances),  i  když  je 

některými autory kritizována z důvodu drastických podmínek v průběhu testu (Sergent 

et  al.,  1995).  Výsledkem  v této  studii  byla  zvýšená  koncentrace  TBARS  v játrech. 

Poměr  oxidovaného  a  redukovaného  glutathionu  je  ukazatelem  oxidačního  stresu 

v tkáních. V tomto experimentu byla  hodnota poměru zvýšena. I u dikrocoeliosy byly 

zaznamenány změny ve výskytu antioxidantů. Pokles aktivity SOD může být vysvětlen 

dismutací  SA na H2O2  způsobeného nadprodukcí  SA při  oxidačním stresu.  Potlačení 

ochranné  schopnosti  SOD  může  vést  k většímu  tkáňovému  poškození  a  k zahájení 

zvýšené  produkce  volných  radikálů.  U  dikrocoeliosy  jsou  také  zvýšené  poměry 

catalasy/SOD a GPx/SOD, může to být známkou toho, že enzymy nelikvidují ROS tak 

jak by měly (Sánchez-Campos et al., 1999). Infikovaná zvířata v této studii vykazovala 

významné snížení koncentrace cytochromu P 450, to je integrální membránový protein 

zakotvený v membránové matrix, který má vliv na její fluiditu. Změnou pohyblivosti 

může ovlivnit funkci mikrosomálních enzymů. Dále má schopnost katalyzovat oxidaci 

různých léčiv a xenobiotik, jedním z nich je například benzimidazol, který se používá 

k léčbě dicrocoeliosy (Sánchez-Campos, 1996).

1.9. Rezistence na léčiva
Helminti  představují  zásadní  zdravotní  problémy,  co  se  týče  zvířat  i  lidí  v různých 

částech světa. Při nedostatku očkovacích látek, je kontrola nad těmito parazity závislá 

na používání anthelmintik  a na snížení  přenosu. Intenzivní  používání  anthelmintik  u 

hospodářských zvířat vedlo k navození rezistence řady helmintů na běžná anthelmintika 

(James  et  al.,  2009).  Porozumění  vývoje  rezistence  u  helmintů  je  rozhodující  pro 
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podporu  efektivnosti  běžných  anthelmintik  a  vývoji  markerů  pro  monitoring  lékové 

rezistence.  Při  anthelmintické  léčbě  jsou  užívány  makrocyklické  laktony, 

benzimidazoly, imidazothiazoly a praziquantel (McKellar a Jackson, 2004). O rezistenci 

mluvíme, když je u obvykle citlivých jedinců v populaci parazitů zaznamenáno snížení 

v odpovědi na léčbu a když nemá maximální dávka léku na hostitele žádný efekt a je 

tolerována. Různé projevy rezistence však často komplikují její detekci (James et al., 

2009). U některých parazitů mohou být rezistentní alely dominantní, jako je to v případě 

rezistence na avermektin nebo milbemycin (Le Jambre, 2000). Na vzniku rezistence se 

může podílet jeden, či více genů. Vysoká genetická diverzita parazitujících helmintů 

spojena  s širokou  populací  zvyšuje  pravděpodobnost,  že  rezistentní  alely  budou 

přítomny  v populaci  v poměrně  vysoké  frekvenci.  Paraziti  svým  krátkým  vývojem, 

vysokou  plodností  a  následnou  produkcí  velkého  množství  jedinců  v krátkém čase, 

zvyšují  rozšíření  rezistentních  alel  skrz  populaci.  Rezistence  může  vznikat  různými 

způsoby např. změnami v molekule cílové struktury pro léčivo, změnami v metabolismu 

léčiv nebo změnou v distribuci  léčiva v cílovém organismu.  Existuje velké množství 

genetických procesů,  které  vedou ke vzniku rezistence  (Wolstenholme et  al.,  2004). 

Příkladem jsou mutace, delece nebo amplifikace specifických genů nebo epigenetické 

změny např. metylace genů nebo promotorů. Rezistence se dělí se na vrozenou (buňky 

nejsou citlivé na léčivo od počátku) a získanou (buňky se stávají rezistentní po zahájení 

léčby). Může vzrůstat změnami nebo mutacemi v genech pro cílové struktury, na které 

se léčivo váže,  schopnost  vazby je tím pádem snížena nebo ji  lze  navodit  změnami 

v propustnosti buněk (dojde ke snížení množství léčiva, které by mělo dospět k cílové 

struktuře)  nebo  změnami  v enzymech  jako  je  např.  glutathion-thioredoxin  nebo 

cytochrom  P450,  které  napomáhají  vzniku  multirezistence  (James  et  al.,  2009). 

S rezistencí jsou spojené některé bodové mutace tzv. jednonukleotidové polymorfismy 

(single-nucleotide polymorfism,  SNPs), které jsou příčinou genetických rozdílů mezi 

jedinci téhož druhu. Změna nukleotidu může vést k náhradě aminokyseliny v proteinu 

cílové struktury a změnit její afinitu k léčivu a následkem toho je léčba méně účinná 

(Gilleard,  2006).  Jednou  z nejznámějších  rezistencí  u  helmintů  je  rezistence  na 

benzimidazoly.  Ty  se  váží  na  tubulin  a  způsobují  smrt  narušením  mikrotubulů. 

Rezistence je spojena s několika SNPs v molekule β-tubulinu izotyp 1. Nejběžnější SNP 

je substituce fenylalaninu za tyrosin v pozici 200 na genu (Phe200Tyr) (Ghisi, 2007). 

Tato a ještě delece v β-tubulinu izotyp 2 se vyskytují u HC. Dalším příkladem je vznik 

rezistence na makrocyklické laktony – avermektin a milbemycin (Kotze, 2000). Ty se 
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váží  na  jednotku  glutamátového-chloridového  (GluCl)  kanálu  a  způsobují  paralýzu. 

Mutace  v extracelulární  doméně GluCl kanálu je pak spojena se vznikem rezistence 

(Njue et al., 2004). P-glykoprotein je integrálním membránovým proteinem schopným 

transportovat velké množství lipofilních látek, mezi něž se řadí i léčiva. Může být také 

spojen se vznikem multirezistence na léčiva (James, 2009).

 

Obr.  17. Léčivo  vstoupí  do  buňky  přes  plazmatickou  membránu  (lipofilní  léčiva)  nebo  potřebují 

specifické transportéry např.  P-glykoprotein (Pgps),  ABC-transportéry.  Nebo mohou být  konjugovány 

glutationem (GSH) pomocí glutathion-S-transferasy (GST) a potom exportovány multidrug resistance- 

associated proteins (MRPs). Výsledkem interakce léčiva s buněčnými molekulami je produkce volných 

radikálů jako je superoxid anion (O2
-). Superoxiddismutasa (SOD) neutralizuje volné radikály na peroxid 

vodíku, ten je detoxikován peroxiredoxinem (Prx) nebo glutathionperoxidasou (GPx). Těmito procesy 

jsou enzymy oxidovány a musí být regenerovány pomocí thioredoxinového systému nebo glutathionem. 

Thioredoxin  (Trx)  a  GSH  jsou  donory  elektronů  pro  peroxidasy  a  jsou  redukovány  thioredoxin 

reduktasou (TrxR) a  glutathionreduktasou (GR) s NADPH jako elektronovým donorem (James et  al., 

2009).
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2. CÍL PRÁCE

Cílem předložené diplomové práce bylo:

1) V dostupné literatuře vyhledat metody pro stanovení peroxidas a vybranou metodu 

na pracoviště zavést a optimalizovat.

2) Novou metodu porovnat s metodou již dříve na pracovišti využívanou.

3)  Obě  metody  využít  pro  stanovení  aktivit  peroxidas  v subcelulárních  frakcích  u 

vybraných druhů helmintů. 

4) Zjistit, zda aktivity peroxidas se liší u kmenů helmintů citlivých a rezistentních na 

anthelmintika a zda při kontaktu helminta s anthelmintikem dochází k ovlivnění aktivit 

peroxidas.
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

3.1. Chemikálie
•  0,1M sodno-fosfátový pufr (pH = 7,4)

•  0,1M sodno-fosfátový pufr (pH = 7,4) s 20% glycerolu

•  Roztok A: NaHCO3, Na2CO3, bicinchoninová kyselina(BCA) v 0,1 M NaOH

•  Roztok B: 4% CuSO4.6H2O

•  20% roztok hovězího sérového albuminu (BSA)

•  2,1mM TMB (Sigma T0440) s obsahem 5,9mM H2O2 

•  2M H2SO4

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

•  10mM OPD (Sigma P1526)

•  1mM H2O2

•  4M H2SO4

•  redestilovaná voda 

•  led

3.2. Biologický materiál
• Potkan (kmen Wistar; směs 5 samců, subcelulární frakce připraveny z homogenátu 

jater frakční centrifugací)

• Motolice  kopinatá  (Dicrocoelium  dendriticum; skupiny  K  (kontrolní),  ABZ 

(inkubované  ex  vivo s 10µM  albendazolem),  ABZSO  (inkubované  ex  vivo s 10µM 

sulfoxidem albendazolu),  subcelulární  frakce  připraveny  z homogenátu  celých  červů 

frakční centrifugací)

• Vlasovka slézová (Haemonchus contortus; kmeny ISE, BR, WR, subcelulární frakce 

připraveny z homogenátu celých červů frakční centrifugací)

 

3.3. Pomůcky a přístrojové vybavení 
•  kádinky

•  Erlenmayerovy baňky 

•  plastové mističky 

•  injekční stříkačka + dlouhá jehla
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•  centrifugační kyvety 

•  skleněná tyčinka

•  míchačka 

•  míchadlo

•  mikrozkumavky

•  stojánky na mikrozkumavky

•  zamražovací stojánky

•  poloautomatické pipety

•  multikanálová pipeta

•  96-jamkové mikrotitrační destičky        

•  špičky

•  nádoba na led

•  pinzeta

•  buničina

•  lžička  

•  lihový fix

•  předvážky Kern KB

•  homogenizátor 30 ml s pístem

•  rotory a centrifuga Heraeus

•  rotory a ultracentrifuga Beckman

•  homogenizační píst na resuspendaci mikrosomů

•  ultrazvuková lázeň

•  analytické váhy Scaltex

•  pH metr Variomag

•  třepačka MS2 Minishaker

•  Thermomixer comfort ( Eppendorf 1 MTP )

•  Tecan Infinite 200

•  digestoř
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3.4. Příprava pracovních roztoků
1.  Pracovní  roztok C  pro  stanovení  bílkoviny  byl  připraven  smícháním roztoku A 

s roztokem B v poměru 50:1. Smíchala jsem 45ml roztoku A s 0,9ml roztoku B.

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

vodou

3. Příprava 2M H2SO4 [100ml]; 96% H2SO4; M (H2SO4) = 98,07g/mol; 

ρ = 1,8355g/cm3 ; c = 2M; V = 100ml                                                      

    m = c . V . M                      19,614g ……100%           V = m/ρ

    m = 2 . 0,100 . 98,07               x g ……… 96%           V = 20,43 / 1,8355

    m = 19,614g                            x = 40,43g                    V = 11ml  

    11ml 96% H2SO4 bylo smícháno s 89ml redestilované vody.

4. Příprava sodno-fosfátového pufru 0,1M; pH = 7,4 (použit na ředění vzorků)

a)  Příprava  0,1M  Na2HPO4 .12H2O -  Navážka  35,8g  byla  smíchána  s 1000ml 

redestilované vody.

b) Příprava 0,1M NaH2PO4 . 2H2O - Navážka 3,9g byla smíchána s 250ml redestilované 

vody.

c)  Oba roztoky byly  postupně  slévány dohromady za  stálého míchání  na  elektrické 

míchačce  až  po  dosažení  požadovaného  pH,  které  bylo  průběžně  kontrolováno  pH 

metrem.

5.  Pufr-Tris/HCl  50mM  s 0,1%  Igepalem,  pH=8,00,  byl  připraven  následujícím 

způsobem:

a) Výpočet navážky Tris   ;   Mr (Tris) = 121,1g/mol; c = 50mM; V = 250ml 

    m = c . V . M

    m = 0,05 . 0,25 . 121,1

    m = 1,5137g  

    Toto množství bylo rozpuštěno v malém množství redestilované vody.
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b) Příprava 1M HCl [100ml]; 35% HCl; Mr (HCl) = 36,47g/mol; ρ = 1,18  g/cm3; 

c = 1M; V = 100ml                                                                                                      

    m = c . V . M                      3,647g……100%               V =  m/ρ

    m = 1 . 0,1 . 36,47               x g  ……… 35%               V = 10,42 / 1,18

    m = 3,647g                              x = 10,42g                     V = 8,83ml 

    8,83 ml 35% HCl bylo přidáno k 91,17ml redestilované vody.

c) Příprava směsi Tris/HCl o pH = 8,00 [250ml]

Do kádinky byl nalit obsah viz krok a). Následovalo postupné přidávání 1M HCl až do 

úpravy pH na 8,00 (průběžné měření pH na pH metru). Odměrná baňka byla doplněna 

na 250ml redestilovanou vodou. Obsah baňky byl promíchán.

     

d) Příprava pufru [100ml] 

Bylo smícháno 99,9ml směsi Tris/HCl/redestilované vody a 0,1ml Igepalu.  

6. Příprava substrátů pro stanovení aktivity peroxidas pomocí OPD

a) příprava 1mM H2O2  z 29% H2O2  (Mr  = 34g/mol)

    29g………..100ml                  x = 0,85mol ……. 100ml                                  

    34g………..1mol                              x mol ……. 1000ml 

    29g………..x mol                             x = 8,5 mol  ⇒ cH2O2 = 8,5mol/l

      

    cH2O2 . VH2O2 = c . V

       8,5 . VH2O2 = 0,001 . 0,006

               VH2O2 = 0,7  µ  l                 

    Bylo smícháno 0,7µl H2O2 a 5999,3µl pufru (Tris/HCl/Igepal).

b) Výpočet navážky OPD 

     Mr (OPD) = 181g/mol; c = 10mM; V = 2ml     

     m = c . V . M    

     m = 0,01 . 0,002 . 181

     m = 0,00362g   
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c)  Příprava substrátu -  byla  smíchána  navážka  OPD se 2ml  pufru (Tris/HCl/Igepal) 

s obsahem 1mM H2O2. 

7. Příprava 4M H2SO4 [100ml]; 96% H2SO4; M (H2SO4) = 98,07g/mol; 

 ρ = 1,8355g/cm3; c = 4M; V = 100ml                                                      

    m = c . V . M              39,228g ……100%              V = m/ρ

    m = 4 . 0,1 . 98,07                x g ……96%              V = 40,862 / 1,8355

    m = 39,228g                         x = 40,862g                V = 22ml  

    22ml 96% H2SO4 bylo přidáno k 78ml redestilované vody.

8.  Příprava  inhibitoru  kyseliny  salicylhydroxamové  (SH)  [1ml  100µM]; [200µl 

10µM]; M (SH) = 153,14g/mol, rozpouští se v DMSO (lze ho použít v reakční směsi 

0,5-1%)  

    153g…….…1l…….1M               0,153mg……1000µM  

    153mg……..1l…….1mM                  x mg  …..100µM  

    0,153mg…...1ml…..1mM                  x = 1,53mg = 0,00153g

    Pro přípravu 100µM SH jsem smíchala navážku 0,00153g s 1ml DMSO.

    Pro přípravu 10µM SH jsem smíchala 20µl 100µM SH se 180µl DMSO.

9. Příprava inhibitoru merkaptosukcinátu (MS)  [1ml 100µM]; [200µl  10µM]; M 

(MS) = 150,15g/mol, rozpouští se v H2O

    150g…….…1l…….1M               0,150mg……1000µM  

    150mg……..1l…….1mM                  x mg  …..100µM  

    0,150mg…...1ml…..1mM                  x = 1,50mg = 0,00150g

    Pro přípravu 100µM MS jsem smíchala navážku 0,00150g s 1ml H2O.

    Pro přípravu 10µM MS jsem smíchala 20µl 100µM MS se 180µl H2O.

     

3.5. Popis pracovních postupů

3.5.1. Příprava subcelulárních frakcí z homogenátu helmintů  

     Helminti  byli  rozváženi  do  plastových  mističek  (ležících  na  ledítku).  V chladicí 

místnosti byli přendáni do 30ml homogenizátoru a bylo k nim přilito 15ml 0,1M sodno-

fosfátového pufru pH=7,4, byli zhomogenizováni a přeliti do centrifugační kyvety, píst 
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a  homogenizátor  byly  vypláchnuty  15ml  pufru,  který  byl  přidán  do  centrifugační 

kyvety, které byly následně stočeny na centrifuze při 5000g, 20min., 4°C. Supernatant 

byl  přelit  do  čistých  kyvet  a  stočen  ve  stejném  rotoru  na  20000g,  60min.,  4°C. 

Supernatant byl slit do centrifugačních kyvet (kaly byly vylity do odpadu a peleta byla 

zachována pro získání mitochondrií). Kyvety se supernatantem byly vloženy do rotoru 

ultracentrifugy a spuštěny na 105000g, 65min., 4°C (3.točení). Peleta po druhém točení 

(mitochondrie)  byla  resuspendována  v 5ml  pufru,  doplněna  pufrem pod  horní  okraj 

kyvety a znovu stočena (20000g, 60min., 4°C) a následně resuspendována skleněnou 

tyčinkou  a  homogenizačním pístem v tolika  mililitrech  pufru s 20% (v/v)  glycerolu, 

kolik  bylo  gramů  jednotlivých  druhů  helmintů  (navážky  helmintů:  K=1,37g; 

ABZ=1,20g; ABZSO=1,39g; BR=1,56g; ISE=4,38g).  Suspenze  mitochondrií  byla  za 

stálého míchání  rozpipetována do mikrozkumavek a zamražena.  Supernatant  získaný 

ultracentrifugací  (cytosol)  byl  odebrán  a  za  stálého  míchání  rozpipetován  do 

mikrozkumavek. Peleta po ultracentrifugaci byla resuspendována v 5ml pufru (malým 

homogenizačním  pístem),  přelita  do  ultracentrifugačních  kyvet  a  znovu 

ultracentrifugována (105000g, 65min., 4°C). Supernatant po druhé ultracentrifugaci byl 

vylit  a  k peletě  mikrosomů bylo  přidáno tolik  mililitrů  pufru s 20% (v/v)  glycerolu, 

kolik  bylo  gramů  jednotlivých  druhů  helmintů.  Peleta  byla  zhomogenizována 

homogenizačním pístem a ultrazvukem,  suspenze  mikrosomů přelita  do kádinky,  za 

stálého míchání rozpipetována do mikrozkumavek a zamražena.  Získané subcelulární 

frakce byly uchovávány v mrazícím boxu při -80°C. 

3.5.2. Příprava subcelulárních frakcí z homogenátu jater potkana

Potkani byli usmrceni dekapitací v etherové narkóze. Vyjmutá játra byla rozstříhána na 

malé  kousky,  rozvážena  po  5g  a  homogenizována.  Postup  frakční  centrifugace  byl 

stejný jako u přípravy subcelulárních frakcí homogenátu helmintů. 

3.5.3. Stanovení bílkoviny bicinchoninovou kyselinou 

Metoda je založena na principu reakce proteinů s Cu2+ v alkalickém prostředí, kdy měď 

přechází na Cu1+, která vytváří v prostředí kolem pH 10 stabilní modrofialový komplex 

s BCA. Intenzita zabarvení je přímo úměrná množství bílkoviny. Absorbance komplexu 

se  měří  při  562nm.  Pracovní  roztoky  byly  připraveny  dle  popisu  v kapitole  3.4. 

V mikrozkumavkách byla připravena řada kalibračních roztoků podle Tab.1.
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       Tab. 1. Kalibrační křivka

kalibrační
roztok č.

koncentrace
[µg/ml]

1% BSA
[µl]

redestilovaná
voda [µl]

1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Subcelulární  frakce  helmintů  byly  naředěny  10x  redestilovanou  vodou,  cytosol  a 

mikrosomy potkana 20x. Pro každou subcelulární frakci byla provedena dvě ředění a 

z každého ředění byly připraveny čtyři paralelní vzorky. Do každé jamky mikrotitrační 

destičky  bylo  napipetováno  200µl  pracovního  roztoku  C a  10µl  subcelulární  frakce 

(pipetování kalibračních roztoků viz  Obr.  18.), obsah destiček byl  dobře promíchán a 

inkubován  při  37°C  30min.  Po  proběhlé  inkubaci  byla  na  spektrofotometru  Tecan 

změřena absorbance při 562nm proti destilované vodě (od vzorků byl odečten průměr 

slepých vzorků).  Z naměřených hodnot  absorbancí  kalibračních  roztoků (viz  Tab.  6.) 

byla  po  odečtení  blanku  (viz  Tab.  7.)  sestavena  kalibrační  křivka  (viz  Obr.  19.). 

Z naměřených  hodnot  absorbancí  vzorečků,  bylo  podle  rovnice  lineární  regrese 

kalibrační  křivky vypočítáno množství  bílkoviny v jednotlivých frakcích  a  výsledky 

byly zaznamenány (viz Tab.  8.).

Výpočet koncentrace proteinů:   

y = A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); x = výsledná koncentrace v µg/ml

Např.: ABZ cyt

y = 0,0004x

0,095 = 0,0004x

x = 237,5  µ  g/ml  

Před  samotným  měřením  byly  jednotlivé  subcelulární  frakce  ředěny  redestilovanou 

vodou  (helminti  10x,  potkan  20x)  a  proto  musíme  vypočítané  hodnoty  vynásobit 

příslušným ředěním.

Úprava výsledku:

Např.: ABZ cyt

x = 237,5µg/ml ⇒ 237,5 . 10 = 2375µg/ml = 2,4mg/ml
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Obr. 18. Mikrotitrační destička – schéma pipetování kalibračních roztoků

3.5.4.  Optimalizace  metody  pro  stanovení  aktivity  peroxidas  pomocí  substrátu 

TMB

Reakce probíhala v 96-jamkové destičce. Do jedné jamky byl napipetován biologický 

materiál  (cytosol z homogenátu jater potkana), 0,1M sodno-fosfátový pufr, pH=7,4 a 

roztok substrátu TMB s H2O2. Následovala inkubace při 37°C. Reakce byla zastavena 

přidáním  stop  činidla  (2M  H2SO4).  Na  spektrofotometru  Tecan  byla  změřena 

absorbance při 450nm (Tatzber, 2003).

Při optimalizaci metody bylo testováno:

1) Různé ředění cytosolu

2) Různá koncentrace substrátů

3) Různá doba inkubace
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3.5.4.1. Optimalizace ředění cytosolu

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

    Tab. 2. Ředění cytosolu pufrem 

označení
mikrozkumavky

cytosol
 [µl]

pufr
 [µl]

Vz1 7,5 292,5
Vz2 15 285
Vz3 30 270
Vz4 60 240

 

Reagující složky byly napipetovány do mikrotitrační destičky (viz Tab. 3.).

    Tab. 3. Schéma pipetování reagujících složek v mikrotitrační destičce

sloupek č.
1 160µl H2O
2  10µl H2O 150µl substrátu
3 10µl Vz1 150µl substrátu
4 10µl Vz2 150µl substrátu
5 10µl Vz3 150µl substrátu
6 10µl Vz4 150µl substrátu

Destička byla inkubována 15 minut při 37°C. Po uplynutí inkubační doby byla reakce 

zastavena  přidáním  75µl  2M  H2SO4 a  na  spektrofotometru  Tecan  byla  změřena 

absorbance při  450nm. Naměřené hodnoty absorbancí  (viz  Tab.  9.)  byly po odečtení 

blanku  přepočítány  na  enzymovou  aktivitu  a  z  množství  cytosolu  v jednotlivých 

ředěních  bylo  vypočítáno  množství  proteinů  (viz  Tab.  10.).  Výsledné  hodnoty  byly 

zaneseny do grafu (viz Obr. 20.).

Výpočet enzymové aktivity:

A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); ε = 5,9.104 M-1 cm-1; l = 0,7cm; 

V = 235µl = 2,35.10-4 l; t = 15min = 900 s

Např.: Vz3

A = ε . c . l                               n = c.V 

0,267 = 5,9 . 104 . c . 0,7         n = 6,46 . 10-6 . 2,35 . 10-4

c = 6,46.10  -6  mol/l                      n = 1,51.10  -9  mol    

a = mol/s = 1,51.10-9 / 900 = 1,68.10-12 kat = 1,68 pkat
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Výpočet množství proteinů:

Zastoupení proteinů u PC je 15,5mg/ml

Např.: Vz3

15,5mg……1ml (1000µl)              0,155mg….10µl          

    x mg ……10µl                                 x mg …1µl                            

    x:15,5 = 10:1000                             x:15,5 = 1:10           

        x = 0,155mg                                x = 0,0155mg = 15,5  µ  g             

3.5.4.2. Optimalizace koncentrace substrátů

Cytosol  byl  naředěn pufrem v poměru  1:9.  Do mikrotitrační  destičky bylo  postupně 

napipetováno různé množství zakoupeného roztoku TMB s H2O2  a objem byl doplněn 

H2O (viz Tab. 4.). 

    Tab. 4. Schéma pipetování reagujících složek v mikrotitrační destičce

Sloupek č. 
1 160µl H2O
2 BL 10µl cyt   0µl substrátu 165µl H2O
3 S1 10µl cyt 30µl substrátu 195µl H2O
4 S2 10µl cyt 60µl substrátu 150µl H2O
5 S3 10µl cyt 90µl substrátu 105µl H2O
6 S4 10µl cyt 120µl substrátu 60µl H2O
7 S5 10µl cyt 150µl substrátu 15µl H2O
8 S6 10µl cyt 180µl substrátu 0µl H2O

Obsah destičky byl inkubován 15 minut při 37°C. Z důvodu různých objemů substrátů 

v jamkách,  zde byla  po uplynutí  doby inkubace snaha o dosažení  úplného zastavení 

reakce přidáním polovičního (případně nejvyššího možného)  objemu 2M H2SO4 (viz 

Tab.  5.),  než byl  objem napipetovaných substrátů.  Předem bylo vypočítáno množství 

H2O, která byla do jamek přidána pro zachování stejných objemů.  

    Tab. 5. Pipetovací schéma H2SO4

H2SO4 [µl]
BL 75
S1 15
S2 30
S3 45
S4 60
S5 75
S6 60
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Na  spektrofotometru  Tecan  byla  změřena  absorbance  při  450nm  (viz  Tab.  11.). 

Naměřené hodnoty byly po odečtení  blanku přepočítány na enzymovou aktivitu (viz 

Tab. 12.) a zaneseny do grafu (viz Obr. 21.).

Výpočet enzymové aktivity :

A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); ε = 5,9.104 M-1cm-1; l = 0,9 cm; 

V = 250µl = 2,5.10-4 l; t = 15min = 900s

Např.: S5

A = ε . c . l                               n = c .V 

0,288 = 5,9 . 104 . c . 0,9         n = 5,42 . 10-6 . 2,5 . 10-4

c = 5,42.10  -6  mol/l                      n = 1,35 .10  -9  mol    

a = mol/s = 1,35.10-9 / 900 = 1,51.10-12kat = 1,51 pkat

3.5.4.3. Optimalizace doby inkubace

Cytosol byl ředěn pufrem v poměru 1:3. Do mikrotitrační destičky bylo napipetováno 

10µl cytosolu a 150µl roztoku TMB s H2O2 jako slepý vzorek bylo použito 160µl H2O. 

Reakce byla  ihned zastavena přidáním 75µl  2M H2SO4 a na spektrofotometru Tecan 

byla změřena absorbance při 450nm. Po té bylo do sloupku č.3 opět napipetováno 10µl 

cytosolu a 150µl TMB a obsah destičky byl inkubován 10 minut při 37°C. Po uplynutí 

inkubační doby byla  reakce zastavena 75µl H2SO4 a na spektrofotometru Tecan byla 

změřena absorbance při 450nm. Ten samý postup jsem opakovala s dobou inkubace 15 

a  20  minut.  Naměřené  hodnoty  absorbancí  (viz  Tab.  13.)  byly  po  odečtení  blanku 

přepočítány na enzymovou aktivitu (viz Tab. 14.) a zaneseny do grafu (viz Obr. 22.).

Výpočet enzymové aktivity:

A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); ε = 5,9.104 M-1cm-1;  l = 0,7cm; 

V = 235µl = 2,35.10-4 l; t - různý podle délky doby inkubace 10,15 nebo 20min 

Např.: T1

A = ε . c . l                               n = c .V 

0,080 = 5,9.104 . c . 0,7           n = 1,94.10-6 . 2,35.10-4

c = 1,94.10  -6  mol/l                      n = 4,55.10  -10  mol    

a = mol/s = 4,55.10-10 / 600 = 7,59.10-13kat = 0,76pkat
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3.5.5. Stanovení aktivit peroxidas v subcelulárních frakcích z homogenátu 

helmintů a potkana s použitím substrátů TMB a OPD

3.5.5.1 Stanovení aktivity peroxidas pomocí TMB

Reakce  probíhala  v 96-jamkové  mikrotitrační  destičce.  Do  jedné  jamky  bylo 

napipetováno 10µl biologického materiálu (subcelulární frakce ředěné pufrem) a 150µl 

zakoupeného  roztoku  TMB  s  H2O2.  Ve  slepém  vzorku  bylo  místo  biologického 

materiálu použito 10µl pufru. Následovala 15 minutová inkubace při 37°C. Reakce byla 

zastavena  přidáním 75µl  stop činidla  (2M H2SO4).  Na spektrofotometru  Tecan byla 

změřena  absorbance  při  450nm.  Měření  bylo  opakováno  3x  během  několika  dnů. 

Průměrné  hodnoty  absorbancí  po  odečtení  blanku  z jednotlivých  měření  jsou 

zaznamenány  (viz Tab.  15.-17.).  Z  absorbancí  byla  vypočítána  enzymová  aktivita  se 

směrodatnou odchylkou (viz Tab. 18.-20.) a specifická enzymová aktivita se směrodatnou 

odchylkou  (viz  Tab.  21.-23.).  Výsledné  hodnoty  specifických  aktivit  byly  porovnány 

mezi jednotlivými druhy helmintů a zaneseny do grafů (viz Obr.  23.-28.).

Výpočet enzymové aktivity:

A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); ε = 5,9.104M-1cm-1; l = 0,7cm; 

V = 235µl = 2,35.10-4 l; t = 900s 

Např.: Kcyt 1

A = ε . c . l                                n = c .V 

0,280 = 5,9 . 104 . c . 0,7          n = 6,78 . 10-6 . 2,35 . 10-4

c = 6,78.10  -6  mol/l                       n = 1,59.10  -9  mol    

a = mol/s =1,59.10-9 / 900 = 1,77.10-12kat = 1,77pkat

Výpočet specifické enzymové aktivity:

Např.: Kcyt 1 (ředěný 5x)

1,4mg……1ml (1000µl)        0,014mg……10µl          0,0028mg…..1,770pkat

  x mg……10µl                             x mg……2µl                    1mg……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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Výpočet směrodatné odchylky:

Např.: Kcyt 

průměrné hodnoty specifické enzymové aktivity 0,632; 0,702; 0,700 nkat/mg

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

   (Wikipedie3).

    

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

s = 0,039

3.5.5.2. Stanovení aktivity peroxidas pomocí OPD

Po připravení pracovních roztoků - pufr Tris/HCl 50mM s 0,1%Tritonem X-100, pH = 

8,00, substrátu OPD (Sigma P1526) 10mM; H2O2 1mM, který byl  rozpuštěn v pufru 

probíhala reakce v 96-jamkové mikrotitrační destičce. Do 1 jamky bylo napipetováno 

50µl  biologického materiálu  a 50µl  roztoku substrátů. Ve slepém vzorku bylo místo 

biologického materiálu použito 50µl pufru Tris/HCl. Destička byla inkubována 30 min 

při 37°C a poté bylo do jamek přidáno 25µl 4M H2SO4. Na spektrofotometru Tecan byla 

změřena  absorbance  při  490nm  (Sigma  katalog  2008/2009).  Měření  bylo  nezávisle 

prováděno 3x během několika dnů. Průměrné hodnoty absorbancí po odečtení blanku 

z jednotlivých měření jsou zaznamenány (viz Tab. 15.-17.). Z absorbancí byla vypočítána 

enzymová aktivita se směrodatnou odchylkou (viz  Tab. 18.-20.) a specifická enzymová 

aktivita  se směrodatnou odchylkou (viz  Tab.  21.-23.).  Výsledné hodnoty specifických 

aktivit byly porovnány mezi jednotlivými druhy helmintů a zaneseny do grafů (viz Obr. 

23.-28.).

Výpočet enzymové aktivity:

A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); ε = 1100 M-1cm-1(Pérez et al., 2002); 

l = 0,5 cm; V = 125µl = 1,25.10-4l; t = 1800s         
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Např.: ISEcyt 1

A = ε . c . l                           n = c .V 

0,162 = 1100 . c . 0,5           n = 2,9 . 10-4 . 1,25 . 10-4

c = 2,9.10  -4   mol/l                    n = 3,6.10  -8  mol    

a = mol/s = 3,6.10-8 / 1800 = 2,045.10-11kat = 20,45pkat

Výpočet specifické enzymové aktivity:

Např.: ISEcyt 1 (ředěný 5x)

4,1mg……1ml (1000µl)       0,205mg……50µl              0,041mg…..20,45pkat

  x mg……50µl                           x mg……10µl                   1mg……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

Výpočet směrodatné odchylky:

Např.: ISEcyt 

průměrné hodnoty specifické enzymové aktivity 0,499; 0,502 nkat/mg

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

   
    

s = 1/1 [(0,499 – 0,500)2 + (0,502 – 0,500)2]  

s = 0,002

3.5.6.  Stanovení  vlivu  kyseliny  salicylhydroxamové  a  merkaptosukcinátu  na 

aktivitu  peroxidas  v subcelulárních  frakcích  homogenátu  helmintů  s použitím 

substrátu TMB

DMSO ve kterém byla SH rozpuštěna může být v reakční směsi jamky pouze 1%. Směs 

tvoří 10µl subcelulární frakce a 150µl roztoku TMB s H2O2 ⇒ na jamku připadá 1,6µl 
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SH. MS byl rozpuštěn ve H2O a zde na % zastoupení nezáleží, ale byl použit též 1% pro 

zachování stejných podmínek reakce. Pro srovnání byly jednotlivé subcelulární frakce 

měřeny bez přítomnosti inhibitorů a v reakci s 10µM a 100µM koncentrací inhibitorů. 

Do mikrotitrační  destičky bylo  v prvé řadě napipetováno do příslušných pozic  1,6µl 

jednotlivých  inhibitorů  a  po  té  8,4µl  jednotlivých  subcelulárních  frakcí.  Kontrolní 

vzorek obsahoval místo roztoku inhibitoru pouze rozpouštědlo. Jako slepý vzorek byla 

použita reakční směs 100µM inhibitoru a pufru (1,6µl inhibitoru, 10µl pufru). Následně 

bylo všude přidáno 150µl roztoku TMB s H2O2. Po 15 minutové inkubaci při 37°C byla 

reakce zastavena 2M H2SO4 a  destička byla  změřena na spektrofotometru Tecan při 

450nm. Průměrné hodnoty naměřených absorbancí byly po odečtení blanku (viz  Tab. 

30., 31.) přepočteny na aktivitu a následně na specifickou enzymovou aktivitu (viz Tab. 

32., 33.). Získané výsledky byly vyjádřeny procentuálně a graficky porovnány (viz Obr. 

29.-43.). 

Výpočet enzymové aktivity:

A (průměrné hodnoty po odečtení blanku); ε = 5,9.104 M-1cm-1; l = 0,7cm; 

V = 235µl = 2,35.10-4l; t = 900s 

Např.: Kcyt 10x (SH)

A = ε . c . l                             n = c .V 

0,377 = 5,9 . 104 . c . 0,7       n = 9,13 . 10-6 . 2,35 . 10-4

c = 9,13.10  -6  mol/l                    n = 2,14.10  -9  mol    

a = mol/s = 2,14.10-9 / 900 = 2,38.10-12kat = 2,38pkat

Výpočet specifické enzymové aktivity:

Např.: Kcyt 10x (SH)

1,4mg……1ml (1000µl)      0,014mg……10µl          0,0028mg…..2,38pkat

  x mg……10µl                          x mg……2µl                      1mg……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. VÝSLEDKY

4.1. BCA stanovení bílkoviny
Připravené  kalibrační  roztoky  byly  změřeny  a  průměrné  hodnoty  absorbancí  byly 

zaznamenány (viz Tab. 6.).

    Tab. 6. Kalibrační křivka - Průměrné hodnoty naměřených absorbancí

R1=BL R2 R3 R4 R5 R6
0,104 0,216 0,290 0,378 0,463 0,533

Po odečtení blanku průměrných hodnot absorbancí kalibračních roztoků (viz  Tab. 7.) a 

známých koncentrací, byla sestavena kalibrační křivka (viz Obr. 19.).

    Tab. 7. Kalibrační křivka - Průměrné hodnoty absorbancí po odečtení blanku spolu s jednotlivými   

    koncentracemi kalibračních roztoků

c [µg/ml] A
BL 0 0
R2 200 0,112
R3 400 0,186
R4 600 0,274
R5 800 0,359
R6 1000 0,429

y = 0,0004x
R2 = 0,9929
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  Obr. 19. Kalibrační křivka BSA
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Z naměřených  hodnot  absorbancí  ostatních  subcelulárních  frakcí,  byla  podle  rovnice 

lineární  regrese kalibrační  křivky vypočítána koncentrace jednotlivých vzorečků (viz 

Tab. 8.).
  Tab. 8. Koncentrace bílkoviny [mg/ml] vypočítaná z rovnice lineární regrese příslušné kalibrační křivky

vzorek c [mg/ml]
PC 15,5
PM 5,6

K cyt 1,4
mik 4,9
mit 5,6

ABZ cyt 2,4
mik 4,7
mit 4,2

ABZSO cyt 1,4
mik 4,0
mit 4,2

ISE cyt 4,1
mik 3,1
mit 4,7

BR cyt 3,4
mik 3,3
mit 3,9

WR cyt 5,8
mik 4,7
mit 5,5

4.2.  Optimalizace  metody  pro  stanovení  aktivity  peroxidas  pomocí 

TMB

4.2.1. Optimalizace ředění cytosolu

Byla změřena absorbance různě naředěných vzorečků cytosolu pufrem. Po ředění (viz 

Tab. 2.), následovalo pipetování složek reakční směsi do mikrotitrační destičky (viz Tab. 

3.).  Měření  probíhalo  na  spektrofotometru  Tecan  při  450nm.  Naměřené  hodnoty 

absorbancí byly zprůměrovány (viz Tab. 9.). 
    Tab. 9. Optimalizace ředění cytosolu - Průměrné hodnoty naměřených absorbancí

A
BL 0,043
Vz1 0,132
Vz2 0,189
Vz3 0,310
Vz4 0,505
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Po  odečtení  blanku  z nich  byla  vypočítána  enzymová  aktivita  a  bylo  vypočítáno 

množství proteinů jednotlivých vzorečků cytosolu (viz Tab. 10.).

    Tab. 10. Optimalizace ředění cytosolu - Průměrné hodnoty absorbancí,  enzymová aktivita peroxidas  

     [pkat] a množství proteinů [µg] v jednotlivých vzorečcích 

cyt [µl] A a [pkat] proteiny [µg]
BL 0 0 0 0
Vz1 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 vypočtených hodnot enzymové aktivity a z množství proteinů vzorečků byl sestrojen 

graf (viz Obr. 20.).
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   Obr. 20. Znázornění závislosti vzrůstající enzymové aktivity peroxidas [pkat] na množství proteinů  

    [µg] v jednotlivých  vzorečcích

4.2.2. Optimalizace množství roztoku TMB s H2O2

Zakoupený  roztok  TMB  s H2O2  byl  ředěn  v různém  poměru  redestilovanou  vodou. 

Složky reakční směsi byly napipetovány do mikrotitrační destičky (viz Tab. 4.).  Měření 

probíhalo na spektrofotometru Tecan při 450nm. Naměřené hodnoty absorbancí byly 

zprůměrovány (viz Tab. 11.).
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    Tab. 11. Optimalizace množství roztoku TMB s H2O2 - Průměrné hodnoty absorbancí

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

Po odečtení blanku z nich byla vypočítána enzymová aktivita (viz Tab. 12.).

    Tab. 12. Optimalizace množství roztoku TMB s H2O2 - Průměrné hodnoty absorbancí  spolu 

     s vypočítanou enzymovou aktivitou [pkat]

TMB s H2O2 [µl] 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 vypočtených  hodnot  enzymové  aktivity  a  z množství  roztoku  TMB  s H2O2  byl 

sestaven graf (viz Obr. 21.). 
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   Obr. 21. Znázornění závislosti vzrůstající enzymové aktivity peroxidasy [pkat] na množství roztoku  

   TMB s H2O2 [µl] v jednotlivých  vzorečcích
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4.2.3. Optimalizace doby inkubace

Byla změřena absorbance cytosolu při různých inkubačních dobách. Do mikrotitrační 

destičky byly napipetovány složky reakční směsi. Měření probíhalo na spektrofotometru 

Tecan při 450nm. Naměřené hodnoty absorbancí byly zprůměrovány (viz Tab. 13.).
    

   Tab. 13. Optimalizace doby inkubace - Průměr naměřených hodnot absorbancí

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

Po odečtení blanku z nich byla vypočítána enzymová aktivita (viz Tab. 14.). 
    Tab. 14. Optimalizace doby inkubace - Hodnoty absorbancí a enzymová aktivita [pkat]

t [min] A a [pkat]
BL 0 0 0
T1 10 0,080 0,76
T2 15 0,225 1,42
T3 20 0,379 1,80

Z vypočtených hodnot enzymové aktivity a z různých časových intervalů inkubace byl 

sestaven graf (viz Obr. 22.).
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   Obr. 22. Znázornění závislosti vzrůstající enzymové aktivity peroxidas [pkat] při různé době inkubace 

    [min]
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4.2.4. Souhrn výsledků optimalizace 

Na základě  získaných  výsledků  optimalizace,  bylo  pro  další  měření  zvoleno  ředění 

cytosolu  v poměru  1:9,  což  odpovídá  1µl  na  jamku  (15,5µg  proteinu).  Optimální 

množství přidávaného substrátu je 150µl, ideální doba inkubace 15 minut a přidávané 

množství 2M H2SO4 je 75µl.

4.3. Stanovení aktivit peroxidas v subcelulárních frakcích 

z homogenátu helmintů a potkana s použitím substrátů TMB a OPD
Byla změřena absorbance různě naředěných subcelulárních frakcí DIC, HC a potkana 

pufrem. Reakce proběhla se dvěma typy substrátů s koupeným roztokem TMB s H2O2 a 

s  OPD v  mikrotitrační  destičce.  Měření  probíhalo  na  spektrofotometru  Tecan  při 

příslušných vlnových délkách. Získané hodnoty absorbancí z jednotlivých pracovních 

dnů byly zprůměrovány a po odečtení blanku zaznamenány (viz Tab. 15.-17.).

Tab. 15. Výsledky průměrných hodnot absorbancí DIC 

TMB OPD
A A

vzorek ředění 1.měření 2.měření 3.měření ředění 1.měření 2.měření 3.měření
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 ----
mit n 0,058 0,047 0,048 n 0,093 0,064 0,073

Tab. 16. Výsledky průměrných hodnot absorbancí HC 

TMB OPD
A A

vzorek ředění 1.měření 2.měření 3.měření ředění 1.měření 2.měření
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 5x 0,345 0,310 ---- n 0,354 0,370

50



    Tab. 17. Výsledky průměrných hodnot absorbancí P 

TMB OPD
A A

vzorek ředění 1.měření 2.měření 1.měření 2.měření
PC 5x 0,459 0,459 0,302 0,297
PM 5x 0,213 0,216 0,074 0,062

Z průměrných hodnot absorbancí byla po odečtení blanku vypočítána enzymová aktivita 

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

    Tab. 18. Enzymová aktivita peroxidas [pkat] spolu se směrodatnou odchylkou u DIC 

TMB OPD
vzorek a [pkat]
K cyt 1,9 ± 0,2 57,7 ± 6,3

mik 1,6 ± 0,0 2,5 ± 0,3
mit 0,7 ± 0,0 7,7 ± 1,4

ABZ cyt 2,2 ± 0,0 55,8 ± 6,7
mik 1,6 ± 0,1 3,2 ± 0,1
mit 0,5 ± 0,1 9,1 ± 1,0

ABZSO cyt 2,4 ± 0,1 61,6 ± 5,7
mik 2,3 ± 0,1 3,5 ± 0,1
mit 0,3 ± 0,0 9,7 ± 1,9

    Tab. 19. Enzymová aktivita peroxidas [pkat] spolu se směrodatnou odchylkou u HC

TMB OPD
Vzorek a [pkat]
ISE cyt 3,9 ± 0,2 20,5 ± 0,1

mik 1,9 ± 0,1 23,2 ± 1,5
mit 1,9 ± 0,2 22,5 ± 2,5

BR cyt 2,0 ± 0,0 15,0 ± 1,7
mik 1,3 ± 0,1 11,2 ± 1,4
mit 0,7 ± 0,0 10,9 ± 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 45,7 ± 1,4

    Tab. 20. Enzymová aktivita peroxidas [pkat] spolu se směrodatnou 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

Hodnoty enzymové aktivity byly přepočteny na specifickou aktivitu a byla vypočítána 

směrodatná odchylka (viz Tab. 21.-23.).
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     Tab. 21.  Specifická enzymová 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. Specifická enzymová 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. Specifická enzymová 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

Průměrné hodnoty specifických aktivit byly porovnány mezi subcelulárními frakcemi 

jednotlivých druhů helmintů a zaneseny do grafů (viz Obr. 23.-28.).
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    Tab. 24. Srovnání specifických aktivit peroxidas v cytosolu u DIC

a [nkat/mg]
TMB OPD

K 0,69 ± 0,04 8,24 ± 0,91
ABZ 0,45 ± 0,01 4,65 ± 0,56
ABZSO 0,87 ± 0,02 8,80 ± 0,81
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   Obr. 23. Srovnání specifických aktivit peroxidas [nkat/mg] v cytosolu u DIC 

    Tab. 25. Srovnání specifických 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
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   Obr. 24. Srovnání specifických aktivit peroxidas [nkat/mg] v mikrosomech u DIC 
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    Tab. 26. Srovnání specifických aktivit peroxidas v mitochondriích u DIC

a [nkat/mg]
TMB 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
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   Obr. 25. Srovnání specifických aktivit peroxidas [nkat/mg] v mitochondriích u DIC 

    Tab. 27. Srovnání specifických 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
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  Obr. 26. Srovnání specifických aktivit peroxidas [nkat/mg] v cytosolu u HC 
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    Tab. 28. Srovnání specifických 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
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  Obr. 27. Srovnání specifických aktivit peroxidas [nkat/mg] v mikrosomech u HC 

    Tab. 29. Srovnání specifických aktivit peroxidas v mitochondriích 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
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   Obr. 28. Srovnání specifických aktivit peroxidas [nkat/mg] v mitochondriích u HC 
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4.4. Stanovení vlivu kyseliny salicylhydroxamové a merkaptosukcinátu 

na aktivitu peroxidas v subcelulárních frakcích homogenátu helmintů 

s použitím substrátu TMB

Aktivita  peroxidas  v subcelulárních  frakcích  byla  změřena  pomocí  substrátů  TMB 

s H2O2  spolu s přítomností inhibitorů SH a MS. Byly zaznamenány průměrné hodnoty 

absorbancí po odečtení blanku (viz Tab. 30., 31.).

    Tab. 30. Použití inhibitorů - Průměrné hodnoty absorbancí u DIC 

vzorek c[µM] 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 0,415
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. Použití inhibitorů - Průměrné hodnoty absorbancí u HC 

vzorek c[µM] 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

Průměrné hodnoty absorbancí byly přepočteny na enzymovou aktivitu  a následně na 

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

    Tab. 32. Použití inhibitorů - Specifická aktivita peroxidas [nkat/mg]  u DIC

vzorek c[µM] 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 cyt --- 0,49 0,67
10 0,50 0,38
100 0,45 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 1,13 0,52
100 1,11 0,04

mik --- 0,35 0,31
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. Použití inhibitorů - Specifická aktivita peroxidas [nkat/mg] u HC 

vzorek c[µM] 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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Průměrné  hodnoty  specifických  aktivit  subcelulárních  frakcí  jednotlivých  druhů 

helmintů byly vyjádřeny v procentech, porovnány u obou typů inhibitorů SH a MS a 

zaneseny do grafů (viz Obr. 29.-43.). 

Tab. 34. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - K cyt

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 103 79
100 109 4
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Obr. 29. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - K cyt  

Tab. 35.  Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - K mik

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 98 29
100 79 1
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Obr. 30. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - K mik 
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Tab. 36. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZ cyt

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 101 57
100 91 2
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Obr. 31. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u. DIC - ABZ cyt 

Tab. 37. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZ mik

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 96 28
100 94 1
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Obr. 32. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZ mik 
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Tab. 38. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZSO cyt

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 108 55
100 106 4
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Obr. 33. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZSO cyt 

Tab. 39. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZSO mik

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 99 40
100 98 3
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Obr. 34. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u DIC - ABZSO mik 

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

důvodu nejsou vyjádřeny pomocí grafů
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Tab. 40. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - ISE cyt

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 96 37
100 77 7
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Obr. 35. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - ISE cyt 

Tab. 41. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - ISE mik

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 91 41
100 89 9
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Obr. 36. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - ISE mik 
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Tab. 42. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - ISE mit

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 97 38
100 85 13
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Obr. 37. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - ISE mit

Tab. 43. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - BR cyt

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 104 27
100 93 4
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Obr. 38. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - BR cyt 
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Tab. 44. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - BR mik

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 97 38
100 84 9
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Obr. 39. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - BR mik 

Tab. 45. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - BR mit

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 102 33
100 101 11
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Obr. 40. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - BR mit 

Tab. 46. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - WR cyt
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c[µM] SH MS
--- 100 100
10 97 59
100 87 3
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Obr. 41. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % HC - WR cyt 

Tab. 47. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - WR mik

c[µM] SH MS
--- 100 100
10 97 54
100 93 6
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Obr. 42. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - WR mik 

Tab. 48. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - WR mit
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c[µM] SH MS
--- 100 100
10 98 41
100 98 10
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Obr. 43. Použití inhibitorů - Srovnání specifických aktivit vyjádřených v % u HC - WR mit
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5. DISKUSE

Prvním úkolem experimentální části diplomové práce bylo vyzkoušet a porovnat dvě 

různé metody pro stanovení aktivity peroxidas. Každá metoda využívá odlišný substrát. 

Úlohu donorů elektronů představovaly substráty 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidin  (TMB) 

v jedné  metodě  a  O-fenylendiamin  dihydrochlorid  (OPD)  v druhé  metodě.  Inkubace 

reakčních  směsí  u  obou  metod  probíhala  v mikrotitračních  destičkách.  Aktivita 

peroxidas byla testována v subcelulárních frakcích helmintů a jater potkana získaných 

z homogenátu  frakční  centrifugací.  Po  skončení  inkubace  bylo  množství  oxidačních 

produktů  stanoveno  spektrofotometricky.  Ze  známých  molárních  absorpčních 

koeficientů byly vypočítány enzymové aktivity a následně specifické aktivity peroxidas.

Pro stanovení aktivity peroxidas pomocí TMB byl zakoupen roztok TMB dohromady s 

H2O2.  Je to průhledná kapalná látka,  určená k přímému použití  u ELISA metod.  Při 

inkubaci s enzymovým preparátem vzniká světle modré zabarvení,  které se přidáním 

stop činidla mění na světle žlutý konečný produkt, který vykazuje v UV/VIS spektru 

absorpční maximum při 450nm. Tento roztok je připraven k okamžitému použití, což 

představuje velkou výhodu. Na druhé straně nevýhodou je relativně velká spotřeba a 

vysoká  cena.  Zkusila  jsem využít  substrát  TMB v prášku,  ale  vyskytly  se problémy 

s jeho  rozpustností.  V pufru  Tris/HCl  a  v přítomnosti  H2O2  vznikl  modrý  roztok  s 

hustým zákalem.  Ve vodě  ho  též  nebylo  možno  rozpustit  ani  při  použití  DMSO a 

alkoholů. Vznikal mléčně zakalený roztok nevhodný k použití.  Z těchto důvodů bylo 

tedy  nutné  pro  stanovení  použít  již  zakoupený  kapalný  roztok  TMB  s  H2O2. 

Dalším nezbytným krokem byla optimalizace metody. Bylo postupně měněno množství 

jednotlivých  složek  reakční  směsi  cytosolu  a  roztoku  TMB s  H2O2.  Dále  byla  také 

testována  různá  doba  inkubace  a  následně  měřena  aktivita  peroxidas.  S rostoucím 

množstvím cytosolu  aktivita  peroxidas  rostla  lineárně  v rozsahu 0-2µl  cytosolu  (což 

odpovídá 0-31µg proteinu) na jamku, při množství 3-10µl cytosolu na jamku byl růst 

aktivity již nepatrný,  proto je třeba při  stanovení použít  zředěný enzymový preparát 

s obsahem proteinů do 31µg. Protože při testování enzymových aktivit je vhodné použít 

saturační  koncentrace  substrátů,  sledovala  jsem tedy  závislost  aktivity  peroxidas  na 

množství  roztoku  TMB  s H2O2.  Ve  zvoleném  rozsahu  testovaných  koncentrací  byl 

průběh křivky exponenciální  v rozmezí  0-150µl  roztoku TMB s H2O2.  Saturace bylo 

dosaženo až při použití 150µl roztoků substrátů na jednu jamku. Při měření různé doby 
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inkubace byl nárůst enzymové aktivity peroxidas lineární v celém testovaném časovém 

rozsahu (10, 15 a 20 minut).

Ze získaných výsledků po optimalizaci  metody bych doporučila toto složení  reakční 

směsi v mikrotitrační destičce: Do jedné jamky napipetovat 10µl biologického materiálu 

a 150µl zakoupeného roztoku TMB s H2O2. Po 15 minutové inkubaci při 37°C reakci 

zastavit přidáním 75µl 2M H2SO4 a na spektrofotometru Tecan změřit absorbanci při 

450nm. Optimalizovanou metodu pro stanovení peroxidas pomocí TMB jsem následně 

porovnala s metodou využívající substrát OPD. Tuto metodu jsem na pracoviště zavedla 

před dvěma roky v rámci své bakalářské práce.

OPD je krystalická látka bílé barvy, řazena mezi substráty vhodné k použití u ELISA 

metod.  Při  inkubaci  roztoku  OPD s  H2O2  se  subcelulární  frakcí  vzniká  světle  žluté 

zabarvení,  které  se  přidáním stop činidla  mění  na oranžový konečný produkt,  který 

vykazuje  v UV/VIS  spektru  absorpční  maximum  při  490nm.  Příprava  samotného 

substrátu  byla  ztížena  navažováním velmi  malého  množství  této  látky.  Hodnota  na 

analytických vahách se stále měnila pravděpodobně z důvodu, že na sebe OPD váže 

vodu.  Zdrojem  chyb  zde  může  být  příprava  1mM  H2O2  z důvodu  velmi  malého 

množství  peroxidu,  se  kterým se  zde  pracuje.  Vzhledem k nízké  stabilitě  musí  být 

substrát vždy připravován čerstvě před měřením.

Porovnáním obou metod jsem dospěla k závěru,  že obě tyto metody jsou dostatečně 

citlivé  a  vhodné  ke  stanovení  aktivit  peroxidas  v biologickém  materiálu.  Dle  mého 

názoru bych preferovala metodu s použitím roztoku TMB s H2O2 i přes vyšší finanční 

náklady, protože roztok substrátů je stabilní, netoxický a metodika vyžaduje relativně 

krátkou dobu inkubace, což spolu s faktem, že je roztok připraven k okamžitému použití 

urychluje a usnadňuje práci při vlastním stanovení aktivit. U druhé metody využívající 

ke stanovení substrát OPD, jsou značnou nevýhodou komplikace spojené s přípravou 

substrátu a to jak s navažováním OPD tak s přípravou 1mM H2O2. Substrát je nestabilní, 

vždy je nutno připravovat jej čerstvý a je toxický.

Dalším úkolem mé  diplomové  práce  bylo  stanovit  aktivity  peroxidas  u  dvou druhů 

helmintů:  motolice  kopinaté  a  vlasovky  slézové.  Specifické  aktivity  peroxidas  byly 

měřeny  v subcelulárních  frakcích  homogenátu  helmintů.  Ze  získaných  výsledků  je 

jednoznačně  nejvyšší  hladina  aktivit  v cytosolu,  následují  mikrosomy,  nejnižší  je  u 

mitochondrií  a  to  u  obou  druhů  helmintů.  Celkově  vyšší  aktivity  peroxidas  byly 
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nalezeny u vlasovky slézové, která je tedy schopna se lépe bránit toxickému H2O2 než 

motolice kopinatá. 

Při porovnání hodnot aktivit naměřených pomocí TMB a OPD u motolice kopinaté byly 

specifické aktivity výrazně vyšší v cytosolu a mitochondriích při použití substrátu OPD 

a  v mikrosomech  při  měření  pomocí  TMB  (např.  Kcyt  0,678±0,040nkat/mg  TMB; 

8,237±0,907nkat/mg OPD). Vlasovka slézová vykazovala mírně vyšší aktivity cytosolu 

a mitochondrií  při použití  substrátu TMB a v mikrosomech při měření  pomocí OPD 

(např.  ISEcyt  0,946±0,051nkat/mg  TMB;  0,500±0,002nkat/mg  OPD).  Rozdílnost 

výsledků získaných při použití různých substrátů může poukazovat na rozdílnou afinitu 

jednotlivých typů peroxidas vůči těmto substrátům.

Rovněž  nás  zajímalo,  zda  se  budou  aktivity  peroxidas  lišit  u  kmenů  citlivých  a 

rezistentních na anthelmintika. Porovnávali jsme tři kmeny vlasovky slézové: kmen ISE 

(citlivý na anthelmintika), kmen BR (rezistentní na benzimidazolová anthelmintika) a 

kmen  WR  (rezistentní  na  všechna  anthelmintika).  Aktivity  peroxidas  v jednotlivých 

kmenech  se  signifikantně  lišily  např.  specifické  aktivity  peroxidas  v mikrosomech 

(měření  pomocí  substrátu  TMB)  měly  nejvyšší  hodnoty  u  kmene  WR 

(0,40±0,02nkat/mg), dále potom u kmene ISE (0,31±0,01nkat/mg) a nejnižší hodnoty 

vykazoval  kmen  BR  (0,19±0,01nkat/mg).  Z výsledků  je  patrné,  že  k multirezistenci 

kmene  WR  mohou  přispívat  i  zvýšené  aktivity  antioxidačních  enzymů,  které 

napomáhají  přežití  helmintů  při  oxidačním  stresu  vyvolaným  imunitní  odpovědí 

hostitele.

Dále jsme zjišťovali,  zda dojde k ovlivnění  aktivit  peroxidas  kontaktem helminta  se 

subletálními koncentracemi anthelmintika. Motolice kopinaté byly 24 hodin inkubovány 

v médiu  s ABZ nebo s ABZSO. Kontrolní  motolice byly  inkubovány v médiu  pouze 

s rozpouštědlem (DMSO). Následně byly motolice zpracovány na subcelulární frakce a 

v těchto frakcích byly změřeny aktivity peroxidas. Zatímco inkubace s ABZSO vedla 

k signifikantnímu zvýšení aktivit peroxidas v cytosolu, inkubace s ABZ naopak aktivitu 

peroxidas v cytosolu snižovala. V mikrosomech byla vyšší aktivita peroxidas naměřena 

u  motolic  inkubovaných  s  ABZSO  i  u  motolic  inkubovaných  s ABZ.  Přítomnost 

ABZSO zřejmě tedy vede u helminta  k navození  určítého  oxidačního stresu,  což se 

projevuje zvýšením aktivit peroxidas.

Posledním  úkolem  této  práce  bylo  sledování  vlivu  inhibitorů  kyseliny 

salicylhydroxamové (SH) a merkaptosukcinátu (MS) na specifickou aktivitu peroxidas 

v subcelulárních  frakcích  helmintů.  Obecně  lze  říci,  že  použití  inhibitoru  SH  má 
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minimální  až  nulový  účinek  na  inhibici  specifické  aktivity  peroxidas  u  helmintů. 

Naproti tomu MS vykazuje zřetelný koncentračně-závislý inhibiční účinek na aktivity 

peroxidas u obou kmenů helmintů. Pro inhibici peroxidas u helmintů je tedy využitelný 

pouze  MS.  Neúčinnost  SH  u  peroxidas  helmintů  poukazuje  na  odlišné  vlastnosti 

peroxidas savců helmintů.

V této  práci  byly  sledovány  aktivity  peroxidas  u  různých  druhů  helmintů.  Jejich 

přítomnost byla prokázána za použití dvou typů substrátů v reakci s H2O2. Tyto enzymy 

jsou  spolu  s dalšími  součástí  velké  rodiny,  která  chrání  parazitující  helminty  před 

radikály  uvolněnými  v průběhu  jejich  metabolismu,  či  uvolněnými  při  imunitní 

odpovědi  napadeného  hostitele  (Henkle-Dührsen  a  Kampkötter,  2001).  Z literárních 

zdrojů bylo zjištěno, že nejrozšířenějšími a nejčastějšími u různých druhů helmintů jsou 

enzymy  superoxiddismutasa  a  skupina  peroxiredoxinů,  jejichž  zástupcem  je 

thioredoxinperoxidasa.  Představují  hlavní  aktéry  při  odstraňování  radikálů  v těle 

helmintů  (McGonigle  et  al.,  1998).  Dále  se  na  ochraně podílejí  také  např.  katalasa, 

glutathionperoxidasa a neenzymatické systémy v zastoupení glutathionu, vitaminu E, C, 

karotenoidů a thiolů (Bruschi a Lucchi, 2001).
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6. ZÁVĚR

1) V dostupné literatuře byly vyhledány metody pro stanovení peroxidas a jedna z nich 

byla optimalizována a zavedena na pracoviště Katedry biochemických věd, FaF UK.

2)  Nová  metoda  s použitím  substrátu  TMB  ke  stanovení  aktivit  peroxidas  byla 

porovnána s metodou již využívanou na pracovišti, kde je jako substrát používán OPD. 

Metoda s použitím TMB je přesnější a komfortnější, ale finančně náročnější než metoda 

s OPD. 

3)  Obě  tyto  metody  byly  využity  ke  stanovení  aktivit  peroxidas  v subcelulárních 

frakcích u dvou druhů helmintů: motolice kopinaté a vlasovky slézové.

4)  Bylo  zjištěno,  že  aktivity  peroxidas  se  liší  u  kmenů  citlivých  a  rezistentních  na 

anthelmintika  a  při  kontaktu  helminta  s anthelmintikem dochází  k ovlivnění  aktivity 

peroxidas.
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7. SEZNAM ZKRATEK

TMB             3,5,3′5′-tetramethylbenzidin

OPD              O-fenylendiamin dihydrochlorid

ROS              volné radikály kyslíku

SA                 superoxidový anion    

OH                     hydroxylový radikál

GPx               glutathionperoxidasa

LHP              lipidové hydroperoxidy  

MPO             myeloperoxidasa

HRP              horseradish peroxidase = křenová peroxidasa

TPO              thyroperoxidasa

ELISA           enzyme-linked immuno sorbent assay

UV                ultrafialové spektrum světla

VIS               viditelné spektrum světla

HPLC           high performance liquid chromatography = vysokoúčinná kapalinová

                     chromatografie 

DAB             3,3′-diaminobenzidin

DEAE           diethylaminoethyl

LED              light – emitting diode = světlo emitující dioda

SPCEs           screen-printed carbon elektrodes = uhlíkové tištěné elektrody
1O2                          singletový kyslík

GSH              glutathion

SOD              superoxiddismutasa 

CAT               katalasa 

GST               glutathion-S-transferasa 

TPx                thioredoxin peroxidasa 

PRXs              peroxiredoxiny 

HC                 Haemonchus contortus

L                    larva        

DIC                Dirocoelium dendriticum

TBARS          thiobarbituric acid-reactive substances 

SNPs              single-nucleotide polymorfism = jednonukleotidové polymorfismy
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Pgps               P- glykoprotein 

BCA               bicinchoninová kyselina

BSA               hovězí sérový albumin 

DMSO           dimethylsulfoxid

H2O               destilovaná voda

SH                  kyselina salicylhydroxamová

MS                 merkaptosukcinát

PC                  potkaní cytosol

PM                 potkaní mikrosomy 

cyt                  cytosol     

mik                 mikrosomy

mit                  mitochondrie   

n                     neředěný
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