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A. EXPOZICE ZiZAL

Zizaly budou po dobu 1 tydne exponovany artificialni piidé kontaminované pesticidem

chlorpyrifosem. Vyucujici ptipravi roztoky o pozadovanych koncentracich a aplikuje je do

suché piidy. Nasledné ptidu s roztoky dikladné promicha. Pfipraveny budou 2 kg Cerstvé vahy

pro kazdou z koncentraci chlorpyrifosu: 2, 4, 8, 16, 32 a 48 mg/kg.:. Jako kontrola slouzi

artificidlni pida ovlhcena destilovanou vodou na 50 % WHC. Kazda skupina testuje 3

koncentrace a kontrolu. Na konci cvi€eni si skupiny navzajem vyméni vysledky.

Postup zaloZeni expozice:

Do sklenénych nadob navazte 500 g pidy ovlhéené na 50 % WHC.

Do kazdé¢ nadoby napocitejte 10 dospélych zizal.

Nédoby zakryjte alobalem, do které¢ho udélejte otvory kvtili cirkulaci vzduchu.
Umistéte nadoby do kultiva¢ni mistnosti.

Po jednom tydnu ukoncete expozici a zméite aktivitu enzymu acetylcholinesterdzy,

viz dale.

B. HOMOGENIZACE TKANI

Po ukonceni expozice umistéte zizaly (3 z kazdé koncentrace i z kontroly) do -80 °C na 20

minut a poté homogenizujte podle nasledujiciho postupu:

Navazte 0,1 g tkdné a pfidejte 1 ml K-fosfatového pufru (pH = 7,4).

Dale pridejte 1 keramickou kulicku a 3 sklenéné kulicky ur¢ené pro homogenizaci.
Homogenizujte tkan¢ v ptistroji FastPrep®-24 po dobu 3 x 60 sekund pfi rychlosti 4,5
m s™. Zhomogenizované tkang piepipetuite.

Prepipetované homogenaty centrifugujte (10 min, 14000 rpm, 4 °C) a supernatant op¢t
prepipetujte.

Ve vzorcich stanovte mnozstvi proteint — viz déle.
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C. STANOVENI MNOZSTVIi PROTEINU VE VZORKU

Velmi casto pouzivanou metodou, pro stanoveni mnozstvi proteind, je metoda podle
Bradfordové (1976), ktera je zalozena na tvorbé modie zbarvené¢ho produktu vznikajiciho pti
vazb¢ barviva (Coomassie Brilliant Blue G-250) na molekuly proteint. Tato barevna zména je
nasledné detekovéana spektrofotometricky pii vlnové délce 595 nm (absorbance je umérna

koncentraci proteinil).

Pted stanovenim celkového mnozstvi proteinli je potfeba vzorky nejprve spravné natedit,
kviili rozsahu kalibraéni kiivky, ktery je od 0 do 1 ug ml"'. Tkané Zizal tedy nafedte 15x. Poté
zméfite proteiny podle nasledujiciho postupu:

* Kalibra¢ni kiivka (Obr. 1 — Cervené ohrani¢ena oblast) obsahuje rizné koncentrace
standardniho vzorku BSA (hovézi sérovy albumin). Do kazdé jamky napipetujte 10 pl
daného vzorku (MilliQ voda a BSA) ve 4 opakovani pro kazdou koncentraci:

1. 0pgml' (10 pl MilliQ vody)

2. 0,2 pgml” (2 pl BSA + 8 pl MilliQ vody)
3. 0,5 ugml! (5 ul BSA + 5 pl MilliQ vody)
4. 1 pgml' (10 pl BSA)

* Vzorky davkujte v objemu 10 pl do kazdé jamky.

* Bio-Rad c¢inidlo (bude pfipraveno vyucujicim). Toto ¢inidlo natfed’te MilliQ vodou
v poméru 1:4 (Bio-Rad : MilliQ). Do kazdé jamky pipetujte 250 pul tohoto Cinidla.
Jedna se o fotosenzitivni roztok, proto jej pfipravte do zkumavky obalené alobalem.
POZN.: Pted fedénim si vypoctéte potiebné mnozstvi ¢inidla, aby vysSlo na vSechny
vzorky (i kalibraci).

* Zm¢ite absorbanci pfi vlnové délce 595 nm.
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Obr. 1: Mikrodeska pro méfeni proteinii. Cervené ohrani¢end oblast se tyka kalibra¢ni kiivky
(1. =0 pg ml'"; 2. = 0,2 pg ml", 3. = 0,5 ug ml'", 4. = 1 pg ml"). V dalsi &sti jsou
napipetovany jednotlivé vzorky (4 jamky = jeden vzorek). Cim je zbarveni vice modré, tim

veétsi mnozstvi proteind vzorek obsahuje.
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D. MERENI AKTIVITY ACETYLCHOLINESTERAZY

Jednou z nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni enzymatickych aktivit je Ellmanova metoda
(Obr. 2). Principem tohoto stanoveni je hydrolyza substratu (acetylthiocholinu) enzymem za
vzniku kyseliny octové a thiocholinu. Nasledné thiocholin, obsahujici -SH skupinu, reaguje
s DTNB (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina; Ellmanova reagencie) za vzniku Zzluté

zbarveného produktu, ktery je detekovan spektrofotometricky pti vinové délce 412 nm.
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Obr. 2: Ellmanova reakce. Cim je vyrazn&jsi zbarveni, tim vic substratu bylo hydrolyzovano

a tim vetsi je 1 enzymatickd aktivita vzorku.

Postup:
* Blank - K-fosfatovy pufr (pH = 7,4).
*  Vzorky vzdy po 50 pl v kazdé jamce.
* Reak¢ni ¢inidlo (250 pl na jamku; bude pfipraveno vyucujicim) obsahuje:
0 15 ml K-fosfatového pufru (pH = 7,2)
0 0,1 ml 0,075 M acetylthiocholinu
0 0,5ml10 mM DTNB
* Me¢éfeni absorbance pii vinové délce 412 nm po dobu 9 minut. Aktivitu enzymu

stanovte podle vypoctu:
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(vzorekt— vzorekg blanki— blanko) 300

tas las 106

Aktivita =

_ - 10° nmol/ min/ mg,
13600 - proteiny - 0,9

kde vzorek, = absorbance vzorku v daném cCase; vzorek, = absorbance vzorku v ¢ase 0;
blank; = absorbance blanku v daném c¢ase; blanky, = absorbance blanku v ¢ase 0; Cas
[min] (9 minut); 300 = celkovy objem reakéni smési v jamce [pl]; 13600 = (Ellmantiv)
molarni absorpéni koeficient [M™" cm™]; proteiny = mnoZstvi proteinti [mg] v 50 pl
(objem vzorku); 0,9 = opticka draha [cm]. Vyslednd enzymatické aktivita je vyjadiena

v jednotkach nmol/min/mg proteinu.

Pro zjednoduseni bude ptipraven excelovy soubor, do kterého doplnite vase naméerené

hodnoty a vypoctéte aktivitu enzymu.




