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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Charakterizace enzymu redukujicich karbonylové slouc¢eniny u

vlasovky slezové

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus), jeden z nejpatogennéjSich paraziti malych
prezvykavca jako jsou kozy a ovce, si vyvinul rezistenci vi¢i vSem pouZzivanym
anthelmintiktim. Pfedpoklada se, ze k rozvoji 1ékové rezistence ptispivaji i detoxikaéni
enzymy, které pfedstavuji hlavni obranny systém proti Skodlivym xenobiotikim a u
tohoto druhu nejsou pIn¢ prozkoumany. Tato prace je proto zamétena na studium enzymi
vlasovky slezové, konkrétné na reduktasy karbonylovych sloucenin pomoci specifickych
substratii a inhibitord. Byly pfipraveny subcelularni frakce (cytosol a mikrosomy)
z dospélct vlasovky slezové pro nasledné in vitro experimenty. V jednotlivych frakcich
byla stanovena koncentrace proteinti a aktivita reduktas vic¢i rdznym substratim.
Substraty byly zvoleny na zéklad¢ znalosti o lidskych biotransformac¢nich enzymech.
Nejvyssi aktivita v cytosolu byla zjiSténa pro substraty glyceraldehyd (8,22 + 0,82
[nmol/min/mg]) a menadion (4,63 + 0,46 [nmol/min/mg]), v mikrosomalni frakci pro
menadion (4,38 + 0,36 [nmol/min/mg]) a metyrapon (1,92 + 0,14 [nmol/min/mg]).
Specifické inhibitory (glycyrrhetinovd kyselina, luteolin, naringenin, kvercitrin a
silibinin) zplsobily signifikantni pokles aktivity redukénich enzymii v cytosolické i
mikrosomalni frakci vlasovky. Vysledky poukazuji na pfitomnost nékterych enzymi
znadrodin aldo-ketoreduktas (AKR) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
(SDR), konkrétné cytosolickych enzymi AKRIB10 a AKRIC znadrodiny AKR a
cytosolické CBR1 a mikrosomalni 11B-HSD1 z nadrodiny SDR.
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Title of Thesis: Characterization of carbonyl-reducing enzymes in barber’s pole worm

Barber’s pole worm (Haemonchus contortus), one of the most pathogenic parasites of
small ruminants as sheep and goats, has developed resistance against all used anthelmintic
drugs. Detoxifying enzymes, which represent the main defense system against harmful
xenobiotics, can also contribute to the development of drug resistance, and they are not
fully explored in this organism. This research is focused on the study of carbonyl-
reducing enzymes in barber’s pole worm using specific substrates and inhibitors.
Subcellular fractions (cytosol and microsomes) were prepared from adult worms for
following in vitro experiments. Protein concentration and reductase activity towards
different substrates were determined in each fraction. Substrates were chosen based on
knowledge of human biotransformation enzymes. The highest activity in cytosol has been
detected for glyceraldehyde (8,22 + 0,82 [nmol/min/mg]) and menadione (4,63 + 0,46
[nmol/min/mg]), in microsomal fraction for menadione (4,38 = 0,36 [nmol/min/mg]) and
metyrapone (1,92 + 0,14 [nmol/min/mg]). Specific inhibitors (glycyrrhetinic acid,
luteolin, naringenin, quercitrin and silibinin) have significantly decreased the activity of
reducing enzymes in cytosolic and microsomal fractions of H. contortus. According to
results the presence of cytosolic enzymes AKRIBIO and AKRIC from aldo-
ketoreductase superfamily (AKR) and cytosolic CBR1 and microsomal 113-HSD1 from

short-chain dehydrogenase/reductase superfamily (SDR) can be presumed.
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1. Uvod

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je gastrointestinalni paraziticka hlistice
hospodaiskych, domdcich i volné Zijicich zvitat. Zpisobuje nemoc zvanou hemonchdza.
Dospéli jedinci se nachéazeji v abomasu zvitat a zpisobuji zavazné zdravotni potize az

smrt a tim 1 ekonomické ztraty zeméd¢lct, hlavné ndkazou ovei.

Resenim tohoto problému je farmakologicka i nefarmakologicka prevence (napf. rotace
spasanych poli, kvalitni strava, vytvoieni refugii parazitii pro snizeni vyvinu obrannych
mechanism proti 1écbé, tim ze se bezpfiznakova c¢ast stdda viibec neléci) a
farmakologicka 1é¢ba. Komplikuje to ale stile rostouci rezistence, a dokonce i
multirezistence na anthelmintika, kterd se dale rychle rozviji diky vysoké adaptabilité
téchto organismii. Hojné pouzivani lékii navic vznik rezistence podporuje. Castym
kontaktem parazitii s molekulou 1écCiva ve snizené (subletalni) koncentraci si vlasovka
vyviji rizné obranné mechanismy a 1é¢ivo se stava neucinné. Efektivni uZzivani
anthelmintik, tzn. neaplikovat 1é¢bu plosné, ale jen nakazenym zvifatim, umoznuje snizit
jejich spottebu a zaroven snizit kontaminaci zivotniho prostfedi a nezadouci ucinky
na necilové organismy. Nefarmakologickd prevence mulze také snizit potfebu léCiv,
nicmén¢ lécbu farmaky nenahradi. V budoucnu se mohou objevit u¢inné vakciny, ale do

té doby je potieba udrzet co nejvétsi efektivnost 1€Cby.

Paraziti jsou schopni si vyvinout rezistenci 1 za pomérné kratkou dobu, takZe i nova nebo
upravend molekula se mtze rychle ukdzat jako nefunk¢ni, proto je dilezity neustaly
vyzkum téchto organismi, ktery miize vést k vyvoji novych 1€k, vylepSeni stavajicich,
vytvofeni Iékovych synergistli nebo i novych sloucenin narusujicich rezistenci. Je mozné,

ze za nedlouho jiz nebude 1écba stavajicimi anthelmintiky moZna.

Pro zvladnuti ndkazy pomoci stavajicich a potazmo i1 budoucich anthelmintik vlasovkou
je nutné mit rezistenci pod kontrolou. Dllezitou roli ve vzniku rezistence, kromé jinych,
hraje metabolismus 1€kt pomoci biotransformac¢nich enzymt, a proto se tato prace
zaméfuje pravé na studium nékterych biotransformacénich enzymi a na jejich mozZné
inhibitory, jelikoZ poznani téchto latek mtze vést ke zlepSeni terapie helmintdz (Ghisi et

al. 2007, Cvilink et al. 2009, Gilleard 2013, Wolstenholme et al. 2004).



2. Teoreticka Cast

2.1 Haemonchus contortus

Tyto hlistice (Nematoda) ztadu Strongylida, celedi Trichostrongylidae patii
k zalude¢nim parazitim ovci a koz. Nachazeji se ve sliznici abomasa zvitat. Pfendsi se
oralni cestou z kontaminované pastviny. Vajicka produkované samiCkami pfisatymi
ve slezu jsou vylucovana hostitelem spolu se stolici. Vyvoj je pfimy, bez mezihostitele a
jedna se tedy o geohelminty. Larvy se vylihnou z vaji¢ek na pastvinach, kde se pii
vhodnych teplotnich a vlhkostnich podminkach dale vyviji a prochéazi larvalnimi stadii
(L1 — L3), nasleduje pozieni hostitelem, kde pokracuje invazivni larva ve vyvoji

v dospélého jedince. Po pozieni migruje larva pies 3 zaludky, neZ se dostane do abomasa.

Larvy po vylihnuti z vajicek Zziji volné ve vegetaci, zivi se bakteriemi pfitomnymi
ve vykalech a dal$imi mikroorganismy, svlékaji se a dortstaji do infekéni L3 larvy, ktera
k pokracovani vyvoje potiebuje, aby ji spasl novy hostitel. Patogenni larva (stddium L4)
a dospélci se ve slezu hostitele zivi jeho krvi. Nej€astéjSim ptiznakem nakaZeni je anémie,
kterd muze vést az ke smrti. Pivodné se jednalo o parazita hlavné v tropickych a
subtropickych oblastech, ale diky vysoké adaptabilit¢ je dnes rozSifeny prakticky
po celém svété. Pii nepfiznivych podminkach jsou larvy schopny pretrvat v latentnim

stadiu a ve vyvoji v dospélého jedince pokracovat az to okolni podminky dovoli.

Druht vlasovek je vice, Haemonchus contortus patii mezi nejrozsirenéjsi geograficky i

s ohledem na pocet hostiteld. Neni vyloucena infekce vice druhy vlasovek naréz.

Nejcastéji napada ovce a kozy, neni ale vylo€ena nakaza jinych zvitat jako jsou jeleni,
antilopy, bizoni, skot a zirafy. U téchto druhti to neni ale tak ¢asté nebo zavazné (Gilleard

2013, Laing et al. 2013).

Vlasovka slezové ptedstavuje vhodny modelovy organismus parazitickych hlistic diky
schopnosti rychlého rozvoje rezistence na vSechny hlavni skupiny anthelmintik, dobré
manipulace genetickym materidlem v laboratornich podminkach a ovladatelnost
zivotniho cyklu, znalost genomu a urcité podobnosti s ostatnimi hlisticemi. (Besier et al.
2016, Sall¢ et al. 2019) Infek¢éni zivotaschopné larvy (L3) mohou byt dlouhou dobu

zakryokonzerované a pfipravené k pouziti. Dospéli jedinci jsou dostate¢né velci a samice



navic produkuji velké mnozstvi vajic¢ek, takze z jednoho hostitele je mozné ziskat velké

mnozstvi potfebného genetického materidlu (Gilleard 2013).
2.1.1 Morfologie

Vlasovka ma obly nitkovity, valcovity tvar a na¢ervenalé zbarveni. V Gstni dutiné¢ maji
zub (lancetu), kterym jsou schopné perforovat zaludecni sténu hostitele a sat jejich krev.
Je mozné pozorovat vyznamny pohlavni dimorfismus. Samci jsou mensi, maji obvykle
1-2 cm. Samice jsou vétsi, dortstaji do velikosti 1,8-3 cm. Samice lze od samct odlisit
pomoci bilych vajecnikli obtoenych kolem stfev naplnénych cervenou krvi, diky kterym
vzniké bilo-Cervena spirdla viditelna 1 pouhym okem. Odtud nazev v angli¢tiné ,,Barber's

pole worm*.

T¢lo je pokryté kutikulou, kterd umoziuje existenci v podminkach hostitele tim, ze chrani
parazita pied Zzalude¢nimi Stavami hostitele, a navic pisobi proti tlaku télnich tekutin a

udrzuje vnéjsi tvar téla (Bartaskova 2013).
2.1.2 Kmen ISE

Pro tuto préci byl zvoleny kmen ISE (Inbred-Susceptible-Edinburgh, MHco3). Jedna se
o kmen citlivy vii¢i vSem anthelmintikiim. Byl izolovan, nez byla benzimidazolova
anthelmintika uvedena na trh a nebyl tak vlivu anthelmintik vystaven (Zajickova et al.

2021, Cvilink et al. 2008).
2.1.3 Hemonchozy

Tento druh helmintézy je vyznamny faktor, ktery ovliviiuje zdravi a produktivitu

napadenych zvitat (Angulo-Cubillan et al. 2010).

Inkubac¢ni doba od napadeni po rozvinuti ndkazy je u ovci 2-3 tydny. V priméru dokaze
dospélec vlasovky za den vysat az 0,05 ml krve, coZ ma za nasledek pokles hodnoty
hematokritu hostitele. Béhem nakazy se mnoZstvi parazitii v hostiteli mize pohybovat

v ramci az desetitisict (Bartaskova 2013).

Intenzita infekce je zavisla na vice faktorech: mnozZstvi ¢ervil v travicim traktu hostitele,
stav imunitniho systému, podminky v okolnim prostiedi (klima) a strava. Krom¢ anémie
vlivem nedostate¢né kompenzace krevnich ztrat a imrti dochazi i k ubytku hmotnosti,

zpomaleni ristu, hypoalbuminemii, snizeni produkce vlny a mléka, zhorSeni piijmu
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potravy, otokiim télnich dutin zvifat a hypertrofii lymfatickych uzlin, problémim
s dychanim, objevuje se tmava stolice s piimési natrdvené krve a bledost sliznic
(ptedevsim spojivek a dasni). Chronickd hemonchoéza se projevuje piedevsim slabosti a
snizenym pfijmem potravy. Pfi napadeni samic v laktaci se mize onemocnéni projevit
zpomalenym ristem jehnat. Na rozdil od mnohych dalSich gastrointestinalnich paraziti

nezpusobuje prijem.

Prevenci ndkazy muze zlepsit chov v mensich stddech na velkych pastvach, stfidani ptdy,
dobra vyziva, karanténa nového zvitete a vliv mé i odolnost zvitat (nachylnéjsi jsou mlada
zvitata s nedostatecné vyvinutym imunitnim systémem). Pfi splnéni téchto podminek je
mozné snizit spotfebu profylakticky i1 kauzaln€ podavanych anthelmintik a tim i riziko
vzniku rezistence. Spotiebu anthelmintik 1ze snizit také tim, Ze se budou 1é€it zvifata jen
s klinickymi zndmkami nakazy, a ne plo$n¢ celé stado. Ne vzdy je ale toto mozné, a navic
je to Casto velmi nakladné ekonomicky i casové. Pastvinu, kde se zrovna nepasou ovce je
mozné vyuzit jako pole, nebo piipadné jako pastvinu pro jiné prezvykavce (u krav neni

onemocnéni tak zdvazné a u starSich jedinct se nakaza ani nemusi klinicky vyvinout).

Z pohledu prevence je dulezité, aby byl pro kazdy chov na zaklad¢ vySetfeni stanoven
odcervovaci program, ktery je prizpisobeny vyskytu konkrétnich druhii parazitli, aby se

zabranilo rozvoji rezistence parazitl viici od¢ervovacim preparatim.

Pii jiz probihajici ndkaze jsou anthelmintika jediné moZzné feSeni. Cilem 1éCby neni
celkové vyhubeni parazitl, ale spiSe udrzeni stavu, kdy nedochazi k ohroZeni zvifat.
PouZivani antiparazitickych 1é¢iv v chovech je béZna zaleZitost, bohuzel se stale rostouci
rezistenci, ¢asto 1 multirezistenci, byva 1écba stale obtiznéjsi. Pro co nejveétsi efektivnost
je dulezitd kombinace farmakologickych i nefarmakologickych opatieni (Burke et al.

2009, Jelenkova 2017).
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2.2 Rezistence

Rezistence neboli necitlivost obecné znamend, Ze organismus, ktery byl diive citlivy

k 1é¢ivu v dané koncentraci, neni nadale timto 1é¢ivem ovlivnén.

V dnesni dobé se jedna o velky problém. Z divodu Casté rezistence byva 1écba nejen
helmint6z velmi obtiznd az nemozna. Diky genetické diverzit¢ a velkému rozsifeni
vlasovek je mozny rychly rozvoj genetickych mutaci a tim vytvofeni imunity proti
danému 1€ku, navic vysoka plodnost a rychly vyvoj parazita tento jev podporuje.
Rezistence miize byt do soucasného chovu zavleCena i1 pfes zvifata z jinych chovu a
prenasi se 1 do dalSich generaci. Rozvoj rezistence podporuje selekéni tlak, diky kterému
se dale rozmnozuji jen ti helminti, ktefi prezili 1éCbu, jsou rezistentni a svou rezistenci
Siti dal. Zvysuje se pocet helmint schopnych ptezit ptisobeni davky 1éciva, ktera je pro

ostatni jedince smrtelna (Gilleard 2013, Jelenkova 2017).

Pro Gispésny boj s rezistenci je nutné znat mechanismus Gc¢inku 1é¢iv a zaroven védet, jak
k tomuto jevu dochdzi. K mechanismim navozeni rezistence patii zména cilové
molekuly, takze 1éCivo cil nerozpozna a zména poctu cilovych molekul, takze 1é¢ivo
nebude dostate¢né Ucinné. Tato procesy oznafujeme jako farmakodynamické. Dalsi
mozZné mechanismy vytvofeni rezistence jsou zména distribuce 1éciva v cilovém
organismu, ¢imZ se léCivo nedostane na misto ucinku. MlZe se ménit 1 zplsob
metabolismu a 1é¢ivo je bud’ deaktivovéano, vylouceno anebo nedochézi k jeho aktivaci.
Miize k tomu dochdzet i u parazita i u hostitele. Tyto procesy mohou ovliviiovat 1é¢ivo
jen CasteCné a Sance na preziti parazita se zvySuje. Roli sehravaji biotransformacni

enzymy a transportni proteiny parazita a jedna se o farmakokineticky mechanismus.

Pii castém kontaktu obzvlasté v nizSich koncentracich dochéazi k vytvofeni obranych
mechanismi proti danému Iéku, proto je dulezité behem lécby zvifata nepoddavkovat
nebo nepouzivat prosla antiparazitika, u kterych mize dojit k poklesu koncentrace u¢inné

latky vlivem rozkladu. Dulezité je pouZivat antiparazitika v opodstatnénych piipadech.

Rezistence vlasovek se projevila jiZ na vSechny hlavni skupiny anthelmintik, ke kterym
patii benzimidazoly, levamizol a dalsi agonisté nikotinovych receptorti, makrocyklické
laktony a milbemiciny (vCetné ivermektinu), ale 1 na dal§i uzkospektra 1éCiva jako

napiiklad klozantel a monepantel.
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Odolnost vii€i jednomu c¢lenu skupiny anthelmintik obvykle znamena necitlivost i

k dal$im ¢lenim skupiny. Postupné se paraziti mohou stat multirezistentni, ¢ili imunni

.....

V minulosti se doporucovala rotace anthelmintik, nyni se tento postup za vhodny
nepovazuje, jelikoz kdyz se uz rezistence jednou vyvine, tak se geneticky dale prendsi a

§ifi (Cvilink et al 2009, Seckatova 2018, Wolstenholme et al. 2004).
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2.3 Biotransformacni enzymy

Biotransformacéni enzymy se nachazi prakticky ve vSech bunkach. Na subcelularni rovni

muzeme enzymy najit v endoplazmatickém retikulu, cytosolu a mitochondriich.

Tyto enzymy jsou zodpovédné za preménu xenobiotik (cizorodych latek které neslouzi
organismu jako zdroj energie ani pro syntézu biomolekul). Jsou bilkovinného charakteru
a maji katalytickou aktivitu, to znamena, ze snizuji aktivani energii potfebnou
vstupuji do dalSich tkani a orgdnt, mén¢ interaguji s dalSimi biomakromolekulami a
rychleji se eliminuji z organismu. Biotransformace se dé€li na 2 faze a kazda z fazi ma
charakteristické enzymy. V prvni fazi (konverzni) dochazi k oxidaci, redukci, hydrolyze,
hydrataci a izomeraci, ve druhé (konjugacni) pak ke glukuronidaci, sulfonaci, methylaci,
acetylaci a konjugaci s glutathionem a aminokyselinami ¢ili vytvafeni vazby
s endogennimi slouceninami. VétSina xenobiotik a potazmo 1 jejich metabolitii podléha

riznym kombinacim téchto pfemén (Skalova et al. 2018).
2.3.1 Reduktasy

Jedna se o enzymy katalyzujici redukéni déje. Jsou NAD(P)H dependentni. Redukci
podléhaji hlavné nitro/nitroso slouceniny, aldehydy, ketony, chinony, oxidy dusiku a siry,
sulfoxidy a disulfidy. Enzymy redukujici karbonylovou skupinu xenobiotik se dé€li do tii
skupin a to aldo-ketoreduktasy, dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem a
dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem. Karbonylové slouceniny jsou
v ptirod¢ rozSifené a mohou piedstavovat hrozbu pro organismy, diky schopnosti
kovalentné se vazat na sekundarni aminoskupiny a thiolové skupiny proteinti. Nékteré
aldehydy mohou plsobit mutagenné¢ pro svou schopnost interakce s DNA buiiky.
Redukce karbonylu vede bud’ ke sniZzeni farmakologické aktivity 1é¢iv, nebo aktivaci
proléciv. Redukované metabolity jsou hydrofilnéjs$i nez pivodni 1éCiva a mohou byt
snadné&ji eliminovany. Enzymy se v hojném poctu nachazeji v jatrech, plicich, mozku,
srdci, ledvinach, varlatech, krvi a slezin€. Reduk¢nich enzymi je samoziejmé cela fada,
niZe jsou popsané ty, které byly studovany v této praci. Poznatky jsou uvedeny o lidskych

enzymech, jelikoZ u cervili nejsou pln€ prozkoumdany, a proto mohou byt odlisné.

Aldo-ketoreduktasy se vyskytuji ve vétSin€ zivych organismii. Redukuji aldehydy a

ketony na primarni a sekundarni alkoholy. Katalyzuji vice redukéni nez oxidacni dé&je,
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ale reakce mohou byt v zasadé obousmérné. Jsou schopné pieméiovat endogenni
slouceniny (sacharidy, steroidni latky, retinal, produkty peroxidace lipidil) i xenobiotika

(dolasetron, daunorubicin, oracin atd.)

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem se nachéazi ve vsech zivych organismech.
Utastni se pfemény hlavné fyziologickych latek, ale metabolizuji i nékteré xenobiotika

(hlavné CBR1 a 3). Nachazeji se v cytosolu a na hladkém endoplazmatickém retikulu.

Dehydrogenasy/reduktasy se stiedné dlouhym fetézcem tvoii alkoholdehydrogenasy,
mitochondrialni proteiny dychaciho fetézce, acetylkoenzym a reduktasy, leukotrien B4
dehydrogenasy a polyoldehydrogenasy a chinonreduktasy. Jejich substraty jsou
fyziologické (steroidy, prostaglandin, monosacharidy), ale i exogenni (alifatické a

aromatické aldehydy a ketony, alkoholy atd.) (Skalova et al. 2018, BousSova et al. 2015).
AKRI1A1 (aldehydreduktasa)

Enzym z nadrodiny aldo-ketoreduktas je u savcti exprimovan prakticky ve vSech tkanich,
nejvice vSak v ledvinnych proximélnich tubulech. Nachazi se v cytosolu a vykazuje
nizkou substratovou selektivitu. Preferuje sice slouceniny s negativnim nébojem
na karboxylové skuping€, ale redukuje i rizné aldehydy. Metabolizuje doxorubicin a
daunorubicin a nékteré benzo[a]pyreny. Je zapojeny do syntézy kyseliny askorbové (u
hlodavct se predpoklada, ze fyziologickou tlohou enzymu je redukce D-glukuronatu pies
dalsi pfemény na kyselinu askorbovou, lidé ovSem kyselinu askorbovou nesyntetizuji)

(Skalova et al. 2018, Barski et al. 2008).
AKRI1B10 (aldosareduktasa)

Tento enzym je exprimovan hlavné v tenkém a tlustém stievé, jaterni tkani, brzliku a
nadledvinkach. V nadorové tkani konecniku, plic a jater dochazi ke zvySené expresi
reduktasy, kterd ovliviiuje proliferaci nadorovych bun€k a je zodpovédna
za chemorezistenci. Jedna se o cytosolicky enzym, ktery vykazuje vyssi substratovou
selektivitu k all-trans-retinalu a né¢kterym ketonim vcetné€ 1€¢iv jako daunorubicin a
dolasetron (antiemetikum). Pomoci redukce deaktivuji potencialni cytostatikum oracin a

tabakovy nitrosamin (Skéalova et al. 2018, Barski et al. 2008).
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AKRI1C (hydroxysteroiddehydrogenasy)

Tato skupina enzymu se nachazi hlavné v jatrech, prostaté a prsni tkani. Mizeme je najit
v cytosolu. Na rozdil od rodiny 1A a 1B katalyzuji tyto enzymy reakce jak s aldehydy,
tak i s ketony. Vyznamné se podili na metabolismu androgent a estrogend, takze maji
vliv na vznik a rozvoj onemocnéni jako karcinom prsu a prostaty a benigni hyperplazie
prostaty. Metabolizuji tabakovy nitrosamin na mén¢ toxickou slouceninu, dale naltrexon
(antagonista opioidnich receptori), dolasetron a deaktivuji doxorubicin (protinadorové

1é¢ivo) a oracin (Skalova et al. 2018).
CBR1 (Karbonylreduktasa 1)

Je to dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem. Nachazi se v cytosolu ve vétSing
tkani, nejvice pfedevS§im v jatrech, placent¢ a CNS. Preménuje fadu endogennich i
exogennich ketonll a chinond. Reguluje metabolismus prostaglandinii, ¢imz ovliviiuje
metastaze nddorovych bunék a ucastni se metabolismu steroidnich latek. K exogennim
latkhm patii o-chinony, p-chinony (menadion), anthracykliny (doxorubicin,
daunorubicin) a néktera dalsi 1éCiva (napf. metyrapon, haloperidol, warfarin) (Miura

2008, Skalova et al. 2018).
11-HSD1 (11p — hydroxysteroiddehydrogenasa typ1)

Mikrosomélni enzym, dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem, ktery je hojné
zastoupeny Vv jaterni tkadni, adipocytech, mozku a v plicich. Je schopny aktivovat nebo
inaktivovat glukokortikoidni hormony (napf. pfeména kortisonu na kortisol) a rizné
studie poukazuji na jeho vliv na vznik metabolického enzymu. Z xenobiotik byla popsana
ucast na preméné tabakového nitrosaminu, metyraponu, menadionu, prednisolonu a
oracinu. U potkant je pfitomnost dand pohlavim, u samic se nevyskytuje (Skalova et al.

2018, Skarydova & Wsol 2012).

Enzymy helminti se ale 1i8i od téch sav€ich a nejsou zdaleka tak prozkoumané, proto je
potieba dalsi vyzkumy pro lepsi zmapovani. OdliSnosti se ovSem mohou nachéazet i mezi

helminty a vysledky v této praci jsou méfené pouze na vlasovce slezové.
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2.4. Substraty karbonylreduktas

Ke zhodnoceni aktivity redukénich enzymiti u vlasovky slezové byly vybrany potencidlni

substraty na zaklad¢ interakce s lidskymi enzymy.

Acenaftenol — substrat pro lidskou AKRIC, je to bild pevna latka Spatné rozpustna
ve vodé, dobfe rozpustnd v DMSO, ktera je za pritomnosti kofaktoru NADP*
enzymaticky metabolizovana na 1-acenaftenon (Obr. 1). Béhem reakce vznika NADPH,
ktery na rozdil od NADP" vykazuje ve spektru UV/VIS vyrazné maximum pii 340 nm
(Zavielova 2008).

OH e}

AKRIC

Obr. 1 Enzymatickd pfeména acenaftenolu

Glyceraldehyd — substrat pro lidskou AKRIA, AKR1B10 a CBR1, pevna latka Spatné
rozpustna ve vodé, dobie v DMSO. V cytosolu je pomoci enzymi redukovan na glycerol
(Obr. 2). Béhem reakce dochazi k pfeméné koenzymu NADPH na NADP' a tim
k poklesu absorbance méfitelné pti vinové délce 340 nm (Cvilink et al. 2009, Urbankova

2007).
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Obr. 2 Redukce glyceraldehydu na glycerol

Ketoprofen — pevna latka, ve vodé nerozpustnd, rozpustna v DMSO. Terapeuticky se
vyuzivé jako nesteroidni antiflogistikum pii zadnétlivych a revmatickych onemocnénich.
Redukuje se na dihydroketoprofen pomoci cytosolickych enzymt skupiny AKRIC a
mikrosomalniho 11B-HSD1 (Obr. 3) za pfemény koenzymu NADPH na NADP' a
poklesu absorbance (Urbankova 2007).

Q OH

OH  AKRIC OH
—>
(T (T I

Obr.3 Enzymaticka redukce ketoprofenu na dihydroketoprofen

Menadion — je substratem CBR1 a 11B-HSD1. Byva nazyvany vitamin K3 a pouziva se
jako dopln€k krmiv pro zvifata. Pomaha 1éCit krvacivé stavy. Neékteré vyzkumy
prokazaly, ze 1é€ba menadionem miiZe vést k cytotoxicite, proto je i pfedmétem vyzkumu
protinddorovych 1é¢iv (Chiou et al. 1999, Urbankova 2007). Jedna se o Zlutou pevnou
latku. Béhem redukce vznika menadiol (Obr. 4) a diky vznikajicimu NADP" dochazi

k poklesu absorbance.
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Obr. 4 Redukce menadionu na menadiol

Metyrapon — substrat pro lidskou AKRIC, AKR1A a CBR1 v cytosolu a 11B-HSDI1
v mikrosomech, pevna latka rozpustna ve vod¢. Terapeuticky se vyuziva jako doplnék
k 1é¢beé nadprodukce glukokortikoidi a mineralokortikoidi (Cushingliv syndrom,
hyperaldosteronismus) a k diagnostice funkce pfedniho laloku hypofyzy (Cvilink et al.
2009, Urbankova 2007). Béhem redukce metyraponu vznika metyrapol a NADP™ (Obr.
5).

\

OH

11p-HSD1 N
— X

Obr. 5 Redukce metyraponu pomoci enzymu 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa typl na

metyrapol

Naloxon — metabolizovan skupinou enzymi AKR1C. Pevna latka rozpustna ve vod¢ se
terapeuticky vyuziva jako antidotum pii predavkovani opioidy a pro prevenci opiové
zévislosti. Enzymaticky a za i¢asti NADPH se redukuje na naloxol a vznikajici NADP*

se projevuje poklesem absorbance (Obr. 6) (Urbankova 2007).
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Obr. 6 Pfeména naloxonu na naloxol
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2.5 Inhibice enzymi

Enzymatickd aktivita zavisi na faktorech jako rychlost syntézy enzymu, rychlosti
rozpadu, koncentrace substratli, podminky prostfedi (pH, teplota,...), pfitomnosti a
koncentrace kofaktorti a modulator (inhibitori a aktivatort). Casté podavani
farmakologicky aktivnich latek miize zplUsobovat indukci nebo inhibici danych
biotransformacnich enzymi. Inhibitor se vaze na enzym a tim sniZzuje jeho aktivitu.
Inhibice mtize byt reverzibilni nebo ireverzibilni podle sily vazby mezi inhibitorem a

enzymem.

Latky (organické, anorganické, ionty) mohou inhibovat reakci specificky ¢i nespecificky.
Specifické inhibitory se vazou pouze na urcitou skupinu enzymi nebo dokonce jen na
jediny enzym, k nespecifickym inhibitorim patii naptiklad tézké kovy (Skalova et al.

2018).

Specifické inhibitory ucinkuji pouze na urcitou skupinu enzymui nebo dokonce jen na
jediny enzym a umoznuji snadnou identifikaci téchto enzymu. K identifikaci maze byt
pouzity pokles absorbance v méfeném biologickém materidlu pifi zméné reakcnich
podminek. Po pfidani daného inhibitoru do reakéni smési nedojde k pfeméné substratu,

ke které za normalnich podminek doslo.

Jako potencialni specifické inhibitory enzymi redukujicich karbonylovou skupinu byly

v této praci zvoleny nasledujici latky:

Apigenin — Siroce roz$ifeny flavonoid rtiznych druhl ovoce a bylin. Ma antioxidacni,
protizanétlivé Uc¢inky a jejich mozné vyuziti je v 1écbé rakoviny a mnohych dalSich
onemocnéni. Tato krystalickd latka Zluté barvy inhibuje enzym AKRIB10, CBR1 a
AKRIC (Salehi et al. 2019, Malatkova et al. 2013) a jeho struktura je predstavena nize
(Obr. 7).
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Obr. 7 Struktura apigeninu

Daidzein — tadi se mezi fytoestrogeny diky své strukturni (Obr. 8) podobé hormonu
estrogenu. Muze se pouzit k prevenci i 1é¢bé chorob jako je rakovina, osteopordza,
kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni a diabetes. Je pfitomny v lusténinach.
Je to bila az nazloutla krystalicka latka. Inhibuje reduktasu AKR1B10, CBR1 (Sun et al.
2016).

HO @)

OH

Obr. 8 Struktura daidzeinu

Glycyrrhetinova kyselina — je bila krystalicka latka izolovéna z lékofice. Struktura je
zobrazena nize (Obr. 9). Inhibuje reduktasu 113-HSD1, AKR1DI1 a AKR1B10. Pasobi
antiflogisticky, inhibuje rist nddorovych bun¢k. Mize zvySovat hladinu kortizolu a tim

zadrzovat v organismu vodu a sodik (Hole¢kova 2012, Malatkova et al. 2013).
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Obr. 9 Struktura glycyrrhetinové kyseliny

Luteolin — je zluté pifirodni barvivo obsazené v Siroké fad¢ rostlin. Jde o krystalickou
latku, flavonoid, s protizanétlivou, protimikrobni a protinadorovou aktivitou. Piisobi jako

inhibitor enzymu AKR1B10, AKR1C a CBR1 (Seelinger et al. 2008).

OH

OH

HO @)

OH @)

Obr. 10 Struktura luteolinu

Naringenin — flavonoid nachézejici se hlavné v grapefruitech, ale i v dalSim ovoci a

bylinkdch. Vyuzivd se v kosmetickém a parfémovém pramyslu, ale pro svij
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v riznych terapeutickych odvétvich. Krystalicka bild az svétle bézova latka, kterd je
zobrazena strukturnim vzorcem na obrazku pod textem (Obr. 11), inhibuje reduktasu
AKRIC, AKR1B10, CBR1 a 11B-HSD1 (Patel et al. 2018, Zemanova et al. 2015,
Schweizer et al. 2003).

OH

HO @)

OH @)

Obr. 11 Struktura naringeninu

Kvercitrin — Zluta krystalicka latka rozpustnd v DMSO. Jeho struktura je pfedstavena nize
(Obr. 12). Patii mezi flavonoidy, jako rostlinné barvivo se nachazi v riznych potravinach
(¢ervené vino, cibule, Caj, jablka) a vyuziva se k 1écb¢ kardiovaskuldrnich chorob. Je
inhibitorem CBR1, AKRIB10 a AKRIC (Pechova 2017, Malatkova et al. 2013,
Skarydova 2009).
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Obr. 12 Struktura kvercitrinu

Silibinin (Obr. 13) je hlavni slozkou silymarinu. Je to bila krystalicka latka, kterd inhibuje
enzymy AKRIC a AKRI1BI10. Ziskdva se ze semen ostropestice. Pouziva se k 1é¢b¢

jaternich onemocnéni a vykazuje protinddorovou aktivitu. Plsobi antioxidaéné a

-----

k 1écbeé Alzheimerovy choroby, i kdyZ mechanismus neni jesté pln€ pochopeny (Wei et

al. 2022, Zemanova et al. 2015).

OH O

OH OH

HO O O

OH

Obr. 13 Struktura silibininu
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat enzymy redukujici karbonylové
slouceniny u citlivého (ISE) kmene vlasovky slezové (Haemonchus contortus).

Pro ziskani vysledki bylo nutné:

- Pfipravit subcelularni frakce (mikrosomy a cytosol) z dospélcii vlasovky slezové

ISE kmene
- Zjistit koncentraci proteinu ve vzorcich mikrosomil a cytosolu
- Stanovit aktivitu reduktas vii¢i riiznym substratim v cytosolu a mikrosomech
- Pomoci specifickych inhibitorti reduktas urcit (nebo odhadnout), zda se jedna o

enzymy z nadrodiny aldo-ketoreduktas nebo dehydrogenas/reduktas s kratkym

fet€zcem
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4. Biologicky material, chemikalie a pristrojové

vybaveni

4.1 Biologicky material
K vyzkumu byly vyuzité hlistice Haemonchus contortus— kmen ISE (Inbred Susceptible

Edinburgh, MHco3). Jedna se o kmen citlivy na anthelmintika.

Materidl byl ziskan z ovci (Ovis aries).

4.2 Chemikalie

BCA kit: Roztok A: NaHCOs3, Na,CO3, BCA (bicinchoninic acid) v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4 % CuS04.6 H>O, Thermo Scientific

Roztok BSA (hovézi sérovy albumin), Sigma-Aldrich

Menadion, Sigma

Acenaftenol, Sigma-Aldrich

Metyrapon, Fluka Chemie

DL — Glyceraldehyd, BDH Chemicals Ltd

Naloxon, Sigma

Ketoprofen, Sigma

NADPH, Serva

NADP’, Serva

Apigenin, TRC Canada

18B-glycyrrhetinova kyselina, Sigma

Kvercitrin, Sigma-Aldrich

Luteolin, TRC Canada
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Daidzein, TRC Canada
Naringenin, Sigma-Aldrich
Silibinin, Sigma

Dalsi obvyklé laboratorni chemikalie

4.3 Pristroje

Homogenizator Potter-Elvehjem

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos
Ultracentrifuga Beckman Coulter Avanti J-301
Spektrofotometr Tecan Infinite M200 PRO
pH metr Eutech pH 700

Ultrazvukova lazen Kraintek

Ultrazvukovy homogenizator Bandelin

Analytické vahy Sartorius CP225D

4.4 Pracovni pomtucky

Centrifugacni kyvety Heraeus a Beckman, homogeniza¢ni zkumavka s pistem, nadoba
s ledem, buniCina, laboratorni sklo, injekéni stfikacka s dlouhou jehlou, michacka,
michadla, mikrozkumavky Eppendorf, pipety, pipetovaci Spicky, 96 jamkové
mikrotitratni GAMA desticky
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5. Metodika

5.1 Priprava pufri

0,1 M TRIS/HCI puft, pH 8.9

TRIS se rozpustil ve vodé (1,21 g/100 ml), zkontrolovalo se pH a ptilévala se 0,1 M
HCI za kontroly pH na pH-metru pfi laboratorni teploté. Pufr byl poté uchovavan

v lednici.

0,1 M Draselno — fosfatovy pufr, pH 6

V redestilované se rozpustil KHoPO4 a KoHPO4 tak, aby vznikly 0,1 M roztoky.
Ke KoHPO4 se pridaval KH2PO4 za stalé kontroly pH na pH-metru pfi laboratorni

teploté. Pufr se uchovaval v lednici.

0,1 M Sodno — fosfatovy pufr, pH 7,4

Rozpustilo se 17,9 g NaoHPO4*12 H2O v 500 ml redestilované vody a 3,9 g
NaH>PO4*H>O v 250 ml vody a roztoky se smisily v odpovidajicim poméru na

poZzadované pH. Nasledn¢ byl pufr uchovavan v lednici.

5.2 Priprava subcelularnich frakci

Zmrazené vlasovky slezové kmene ISE se rozvazily do malych misticek po 5 g. Hlistice
se rozstfihaly na mensi kousky, z jedné misticky se vloZily do homogenizacni zkumavky
a prililo se 15 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru pH 7,4. Obsah se zhomogenizoval
pomoci pistu (homogenizator Potter-Elvehjem) a ptelil do 50 ml centrifugacni kyvety.
Pist a homogeniza¢ni zkumavka se proplachly 15 ml pufru a ten se rovnéz prelil do

centrifugacni kyvety. Tento postup se opakoval s obsahem kazd¢é misticky.
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Ptipravené kyvety se vlozily do centrifugy Heraeus a homogenat se stocil se na 5000 g,
20 minut pfi teploté 4 °C. Vznikla peleta se skladdala z potrhanych bunéénych membran,

cév, vaziva a jader.

Supernatant z 1. toCeni se prelil do Cistych kyvet a stocil se ve stejném rotoru a

centrifuze na 20 000 g, 60 minut a teploté 4 °C. Peleta obsahovala mitochondrie.

3 to€eni se provadélo v ultracentrifuze Beckman. Supernatant se opatrné pielil do kyvet
uréenych pro tuto centrifugu tak, aby tam nevtekly zadné kaly. Kyvety se plnily
maximalné do tii Ctvrtin a dve proti sob¢ se vzdy vyvazily pufrem. Zaviené vickem se

vlozily do rotoru a centrifuga se spustila na 105 000 g po dobu 65 minut, pii 4 °C.

Po dokonceni 3. toCeni se odebral supernatant neboli cytosol a za stalého michani se

rozpipetoval do mikrozkumavek Eppendorf.

Peleta se resuspendovala v pufru s 20 % glycerolem (v/v). Objem pufru odpovidal
hmotnosti hlistic. Zhomogenizoval se nejdiive sklenénou ty¢inkou, poté v ultrazvukové

lazni a za stalého michani se také rozpipetoval do mikrozkumavek.

Takto ptipravené vzorky se zmrazily na -80 °C a biologicky material byl pfipraveny pro

dalsi praci.
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5.3 Stanoveni koncentrace bilkovin

Stanoveni koncentrace bilkovin v subcelularnich frakcich (cytosol a mikrosomy) je
nezbytné pro vypocet specifickych aktivit jednotlivych enzymi. Koncentrace proteinu
se stanovila pomoci BCA (bicinchoninova kyselina). Diky proteinim se méd’naté ionty
z roztoku B redukuji na jednomocné a nasledné vytvareji v alkalickém prostiedi kolem
pH 10 stabilni komplex s BCA (obr. 14). Intenzita zbarveni je pfimo imérnd mnozstvi
bilkoviny, které¢ se stanovuje pomoci méfeni absorbance modrofialového komplexu pfi

vlnové délce 562 nm.

protein + Cul!  ——  Cu!

‘00C \ / N\ N \ / COO”
Cu' + 2 — cu'
“00C \ / N N \ / COO”
kyselina bicinchoninova (BCA) komplex Cul(BCA),

Obr. 14 Reakce probihajici pti stanoveni proteinli metodou BCA

Pro vypocet mnozstvi proteinu ve vzorku je nutnd kalibracni pfimka zhotovena z 0,1%
roztoku BSA (hovézi sérovy albumin) a destilované vody podle nize uvedeného

schématu.
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Tab 1. Koncentrace a objemy pouzitych roztokl k zhotoveni kalibra¢ni pfimky

Sloupec Koncentrace 0,1% roztok Destilovana voda
desticky BSA

1 0 pg/ml 0l 100 ul

2 200 pg/ml 20 ul 80 ul

3 400 pg/ml 40 pl 60 ul

4 600 pg/ml 60 pl 40 pl

5 800 pg/ml 80 ul 20 ul

6 1000 pg/ml 100 pl 0l

Vzorky cytosolu a mikrosomll byly nafedéné 10x a 20x destilovanou vodou, aby se
naméiend absorbance vesla do rozmezi kalibra¢ni pfimky.

Do desticky se pipetovalo vzdy 10 pl pfipravené bilkoviny (na kalibracni ptimku) nebo
vzorku (nafedénych subcelularnich frakci) a 200 pl pracovniho roztoku C (smichany
roztok A a B v poméru 50:1). Vzorky byly nasledné inkubovany v Thermomixeru pfi
37 °C po dobu 30 minut a poté byla pomoci pfistroje Tecan zméfend absorbance

komplexu.
Na zdklad€ namétené absorbance a pomoci kalibrac¢ni kiivky byla vypoctena primérna

koncentrace proteinu ve vzorcich. Koncentrace byla dale vyuzitd pro vypocet specifické

aktivity enzymu.

32



5.4 Stanoveni aktivity reduktas karbonylové skupiny —

spektrofotometrické stanoveni v desti¢ce

5.4.1 Stanoveni aktivity reduktas pomoci acenaftenolu

Meéieni aktivity reduk¢énich enzym je zalozeno na vzriistu absorbance béhem premény
NADP" na NADPH. Stanoveni se provadi pii 340 nm za teploty 37 °C. Na zakladé

vysledki je mozné kvantitativné stanovit enzymatickou aktivitu.

Nejdiive se pfipravily zdsobni roztoky acenaftenolu (0,1 M) a NADP' (20mM).
Acenaftenol se rozpustil v DMSO v poméru 17,02 mg/ml DMSO a NADP™ se rozpustil

v redestilované vodé v poméru 23,6 mg/1,5 ml redestilované vody.

Ze zasobnich roztokli a 0,1 M TRIS/HCI pufru, pH 8,9 se pfipravil mastermix, ktery na
jednu destic¢ku obsahoval 21,36 ml pufru, 240 pl acenaftenolu a 1200 ul NADP".

Do kazdé¢ jamky 96 jamkové GAMA desticCky se napipetovalo 10 pul
cytosolu/mikrosomi nebo sodno-fosfatového pufru pH 7,4 jako slepy vzorek a ptidalo
se 190 pl mastermixu multikandlovou pipetou. Vzorek v jedné jamce obsahoval 178 pl
pufru, 2 pl acenaftenolu, 10 ul NADP™ a 10 pl cytosolu. Slepy vzorek obsahoval 188 pl
pufru, 2 pl acenaftenolu a 10 pl NADP™. Desticka se vlozila do spektrofotometru a po

dobu 5 minut se sledoval vzrust absorbance.

Kazdy vzorek se méfil v 6 paralelnich méfenich a 3 nezavislych stanovenich tak, Ze

v fadku A byl slepy vzorek a v fadé B-H rGzné vzorky.

Z naméfenych hodnot absorbance byla vypocitdna primérnd zména absorbance za
minutu. Déle byla vypocitana aktivita enzymi a nasledné byla hodnota vztaZzena na mg

proteinu pro vypocet specifické aktivity.

Vzorec pro vypocet aktivity:

(AAvz—AAsl)*Vix1000

aktivita = [nmol/min/ml]
exl+Vs
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ENADPH 6,22 mM*cm’!

1 délka méfené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
Vi objem reakéni smési, tj. 0,2 ml
Vs objem biologické frakce, tj. 0,01 ml
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5.4.2 Stanoveni aktivity reduktas pomoci riznych substrata

Metoda je zaloZena na inkubaci subceluldrni frakce se substratem. Redukce substratu je
doprovazena oxidaci NADPH, a to se spektrofotometricky projevuje jako pokles

absorbance. Stanoveni se provadi pii 340 nm za teploty 37 °C.

Ptiprava zasobnich roztokl riznych substrati:

Glyceraldehyd — rozpustit v DMSO, aby vznikl 1 M roztok

Ketoprofen — rozpustit v DMSO, aby vznikl 0,1 M roztok

Menadion — v 1 ml absolutniho (bezvodého) ethanolu rozpustit 8,61 mg menadionu
Metyrapon — rozpustit ve vod¢, aby vznikl 0,1 M roztok

Naloxon — rozpustit ve vodé, aby vznikl 0,1 M roztok

NADPH - rozpustit ve vod¢ tak, aby vznikl 4 mM roztok pro glyceraldehyd, 2 mM pro

ketoprofen, metyrapon a naloxon a 5 mM pro menadion

Smichanim 240 pl zasobniho roztoku substratu, 1200 ul NADPH a 21,36 ml 0,1 M

draselno — fosfatového pufru, pH 6 vznikne mastermix.

Reake¢ni smési byly pfipraveny v Case potieby.

Do kazdé jamky 96 jamkové GAMA desticky se opét napipetovalo 10 pl
cytosolu/mikrosomii nebo sodno-fosfatového pufru pH 7,4 jako slepy vzorek a ptidalo se
190 pl mastermixu multikanalovou pipetou. Vzorek v jedné jamce obsahoval 178 pl
pufru, 2 pl substratu, 10 pl NADPH a 10 pl cytosolu. Slepy vzorek obsahoval 188 ul
pufru, 2 pl substratu a 10 ul NADPH. Desticka se vlozila do spektrofotometru a po dobu

5 minut se sledoval pokles absorbance.

Kazdy vzorek se méfil v 6 paralelnich méfenich a 3 nezavislych stanovenich tak, Ze

v fadku A byl slepy vzorek a v fad€ B-H rizné vzorky.

Z naméfenych hodnot absorbance byla vypocitana primérnd zmeéna absorbance za
minutu. Dale byla vypocitana aktivita enzymu a nésledné byla hodnota vztaZzena na mg

proteinu pro vypocet specifické aktivity.

Vzorec pro vypocet aktivity:
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(AAvz—AAsl)*Vix1000

aktivita = [nmol/min/ml]
exl+Vs
ENADPH 6,22 mM*cm’!
1 délka méiené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
Vi objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml
Vs objem biologické frakce, tj. 0,01 ml
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5.5 Vliv prirodnich latek na aktivitu reduktas

Meéieni bylo provadéno spektrofotometricky, stejné jako v pripad¢ stanoveni aktivity
reduktas. Pomoci poklesu absorbance byla stanovend mira inhibice aktivity reduk¢énich
enzyml ruznymi piirodnimi latkami. Na zdklad¢ stanovené aktivity v pfedchozich

méienich byly zvolené nejvhodnéjsi substraty pro dalsi méteni.

Na zacatku se opét pfipravily zasobni roztoky. Substraty a koenzymy se rozpustily ve
vhodném rozpoustédle na pozadovanou koncentraci stejné jako v predchozich métenich
a z nich a pufru se pfipravil mastermix. Dale se pfipravily roztoky inhibitori v DMSO.

Zasobni roztoky byly v koncentraci 10 mM, 1 mM a 0,1 mM.

Do jamek 96 jamkové GAMA desticky se napipetovaly 2 ul DMSO nebo inhibitoru a
ptidalo se 188 pl mastermixu. Nakonec se pfidalo 10 pl cytosolu nebo mikrosomi. Jamky
se slepym vzorkem tedy obsahovaly 2 pl DMSO, 186 pl pufru, 2 pl substratu a 10 pl
koenzymu. Vzorky bez inhibitoru obsahovaly 2 pl DMSO, 176 ul pufru, 2 pl substratu,
10 pul koenzymu a 10 pl biologické frakce. Inhibované vzorky obsahovaly 2 ul inhibitoru
v dané koncentraci, 176 pl pufru, 2 pl substratu, 10 pl koenzymu a 10 pl biologické

frakce.

Kazdy vzorek cytosolu se méfil v 6 paralelnich méfenich a 3 nezavislych stanovenich tak,
ze v fadku A byl slepy vzorek, v fadku B kontrolni vzorek bez inhibitoru a v fadach C-E
s inhibitory o riizné koncentraci. Pokles absorbance byl sledovan po dobu 5 minut pti 340
nm. Vzorky mikrosomt se méftily pouze v 3 paralelnich méfenich, opét v 3 nezavislych

stanovenich z diivodu nedostatku biologického materialu.

Na zéklad¢ vysledkti méteni byla vypocitana aktivita enzymii u vS§ech vzorku a na zakladé
toho byl zhodnoceny inhibi¢ni vliv ptirodnich latek. Aktivita byla dale vztazend na mg

proteinu pro vypocet specifické aktivity.
Vzorec pro vypocet aktivity:

(AAvz—AAsl)*Vix1000

aktivita = [nmol/min/ml]
exl+Vs

ENADPH 6,22 mM " *cm’!
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Vi

Vs

délka métené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml

objem biologické frakce, tj. 0,01 ml
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6. Vysledky

6.1 Stanoveni koncentrace bilkoviny v subcelularnich

frakcich

Koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich se stanovovala metodou BCA (kap. 5.3).
Kalibrac¢ni ptfimka (Obr. 15) byla zhotovena na zakladé naméiené absorbance u roztoki

BSA o zname koncentraci. Méfeni probihalo ve 4 paralelkach.

Kalibracni kfivka = 0,0007x - 0,006
0,8
0,7 )
0,6 :
0,5
0,4 o
0,3 .
0,2
0,1

0 e
0 200 400 600 800 1000 1200

0,1
¢ [ug/ml]
Obr. 15 Kalibra¢ni ptfimka — graf zavislosti absorbance na koncentraci bilkoviny

Osa x — koncentrace bilkoviny, osa y — naméfena absorbance

Z rovnice piimky byla vypoctena koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich. Vysledna
koncentrace je primér jednotlivych vzorkl o rizném fedéni. Koncentrace byla ndsobena

danym fedénim.

V cytosolu byla stanovena koncentrace proteinu 7,68 mg/ml a v mikrosomalni frakci 8,79
mg/ml. Z téchto hodnot byla dale vypoctend specificka aktivita enzymi redukujicich

karbonylovou skupinu v subcelularnich frakcich.
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6.2 Stanoveni aktivity reduktas v cytosolu

Stanoveni probihalo spektrofotometrickou metodou méfenim absorbance, ktera byla dale
prepocitand na specifickou aktivitu (kap.5.4). Vysledky jsou zobrazeny nize v tabulce

(Tab. 2) a rovnéz graficky (Obr. 16).

Tab. 2 Specificka aktivita enzymil zjiSténa v cytosolické frakci u riznych substratu

Substréty Specificka aktivita
[nmol/min/mg]
Acenaftenol 0,95+0,17
Glyceraldehyd 8,22 +0,82
Ketoprofen 0,39 £0,12
Menadion 4,63 +£0,46
Metyrapon 1,30+ 0,11
Naloxon 0,23 £0,03

=
o

specificka aktivita
(nmol/min/mg)

- 2= -—

M acenaftenol M glyceraldehyd ketoprofen menadion M metyrapon M naloxon

Obr. 16 Grafické zobrazeni specifické aktivity reduk¢nich enzymi v cytosolické frakci
vlasovky slezové vi¢i riznym substratim. Jsou uvedeny primeérné hodnoty ze tii

nezavislych méteni.
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Z naméfenych hodnot specifické aktivity mlizeme vidét, Ze nejvysSi aktivitu maji

reduktasy vlasovky slezové vici glyceraldehydu, nizsi vii¢i menadionu, ddle metyraponu,

cvwr

Na zékladé vysledki byly pro dalsi méteni efekth pfirodnich latek vybrany 2 substraty, a

to glyceraldehyd a menadion.

6.3 Stanoveni aktivity reduktas v mikrosomalni frakci

Aktivita redukénich enzymu byla naméfena i v mikrosomalni frakci vlasovky slezové a
z ni se dale vypocitala specifickd aktivita (kap. 5.4). Vysledky jsou zobrazeny v tabulce
(Tab.3) i graficky (Obr. 17).

Tab. 3 Specificka aktivita enzymi zjiSt€na v mikrosomalni frakci u riznych substratt

Substréty Specificka aktivita
[nmol/min/mg]

Acenaftenol 0
Glyceraldehyd 1,64 + 0,24
Ketoprofen 0,99 + 0,24
Menadion 4,38 £0,36
Metyrapon 1,92 +0,14
Naloxon 1,23 +0,12
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specificka aktivita
[nmol/min/mg]

| I.- .I

-1

MW acenaftenol M glyceraldehyd M ketoprofen menadion HE metyrapon M naloxon

Obr. 17 Grafické zobrazeni specifické aktivity redukénich enzymi v mikrosomalni frakci
vlasovky slezové vic¢i rliznym substratim. Jsou uvedeny primérné hodnoty ze tii

nezéavislych méteni.

Z naméfenych hodnot specifické aktivity mizeme vidét, ze nejvyssi aktivitu maji
reduktasy vlasovky slezové viici menadionu, niz8i vii€i metyraponu, dale glyceraldehydu,

naloxonu, ketoprofenu a vii¢i acenaftenolu nebyla namétend aktivita Zadna.

Pro dal$i méfeni vlivu piirodnich latek v této subcelularni frakci byly vybrany taktéz 2

substraty — menadion a metyrapon.
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6.4 Vliv prirodnich latek na aktivitu reduktas v cytosolu

Mira inhibice piirodnimi latkami se meéfila pomoci poklesu absorbance (kap.5.5).

Vysledky shrnujici vliv inhibitort v riznych koncentracich jsou znazornény

v nasledujicich tabulkach a grafech.

6.4.1 VIliv prirodnich liatek na aktivitu reduktas vici

glyceraldehydu

Tab. 4 Inhibice specifické aktivity redukénich enzymii viici glyceraldehydu v cytosolické

frakci riznymi ptirodnimi latkami

Specificka aktivita [nmol/min/mg|
Koncentrace
0 1 10 100
inhibitori [uM]
Apigenin 7,96 + 1,81 7,85+ 1,57 7,08 + 1,26 9,60 + 2,05
Daidzein 7,43 + 1,06 7,62+ 0,07 7,43 +£0,33 7,69 +0,41
Glycyrrhetinova | 8,99 + 0,25 9,15+0,14 9,07 + 0,34 6,64 + 0,54
kys. *%
Luteolin 9,15+0,69 7,41 £0,10 6,85+ 0,53 2,71 £ 0,94
* skeksk
Naringenin 7,99 £ 0,10 8,12+ 0,58 7,78 +£ 0,08 5,20+ 0,75
skk
Kvercitrin 7,51 £1,02 8,78 + 0,65 8,60 + 1,39 10,26 + 0,85
Silibinin 8,70 + 0,40 8,51 +0,34 8,51+ 0,30 5,99 + 0,40
ke

* statisticky vyznamny rozdil vicéi neinhibované reakci (p <0,05), ** statisticky
vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01), *** statisticky vyznamny rozdil

vuci neinhibované reakci (p <0,001)
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Z tabulky (Tab. 4) lze vidét, ze kinhibici aktivity redukénich enzymt doslo u
glycyrrhetinové kyseliny, luteolinu, naringeninu a silibininu. Nejvyssi inhibi¢ni efekt 1ze
pozorovat u luteolinu, ktery inhiboval aktivitu reduktas vici glyceraldehydu jiz pfii

koncentraci 10 pM. U zbylych inhibitorti doslo k inhibici v koncentraci 100 uM.

U apigeninu, daidzeinu a kvercitrinu nedoslo k vyznamné inhibici viibec.

Vliv apigeninu na specifickou aktivitu

200%

150%

100% I I

50%

Specificka aktivita [%]

0% 0 1 10

apigenin [uM]

Obr. 18 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych

redukénich enzymil pomoci apigeninu v riznych koncentracich vii¢i kontrole, n=3

Z grafu (obr. 18) vyplyva, ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych apigeninem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukcénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).
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Vliv daidzeinu na specifickou aktivitu
120%
100% ]'
80%
60%
40%

20%

Specificka aktivita [%)]

0% 0 1 10 100

Daidzein [uM]

Obr. 19 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych

redukénich enzymit pomoci daidzeinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 19) vyplyva, ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych daidzeinem nedoSlo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).

Vliv glycyrrhetinové kyseliny na specifickou
aktivitu

120%
100% I
80%
60%
40%
20%
0%

Specificka aktivita [%]

0 1 10
Glycyrrhetinova kyselina [uM]

100

Obr. 20 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzyml pomoci glycyrrhetinové kyseliny v riiznych koncentracich viici

kontrole, n=3, ** statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01)
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Z grafu (obr. 20) vyplyva, Zze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych glycyrrhetinovou
kyselinou v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové

aktivity redukénich enzymu vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,01).

Vliv luteolinu na specifickou aktivitu
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100% I
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Specificka aktivita [%]

0% 0 1 10

Luteolin [uM]

Obr. 21 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzymi pomoci luteolinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, *
statisticky vyznamny rozdil vi¢i neinhibované reakci (p <0,05), *** statisticky

vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakei (p <0,001)

Z grafu (obr. 21) vyplyva, Ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych luteolinem v koncentraci
10 uM a 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity redukénich

enzymu vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,05 pro 10 uM a p <0,001 pro 100 uM).
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Vliv naringeninu na specifickou aktivitu
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Obr. 22 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzymii pomoci naringeninu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, **

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakcei (p <0,01)

Z grafu (obr. 22) vyplyva, Zze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych naringeninem
v koncentraci 100 pM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

redukénich enzymt vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,01).

Vliv kvercitrinu na specifickou aktivitu
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Obr. 23 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych

redukénich enzymit pomoci kvercitrinu v riznych koncentracich viici kontrole, n=3
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Z grafu (obr. 23) vyplyva, ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych kvercitrinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studenttv t-test, p <0,05).

Vliv silibininu na specifickou aktivitu
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Obr. 24 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzymil pomoci silibininu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, **

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakcei (p <0,01)

Z grafu (obr. 24) vyplyva, Ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych silibininem v koncentraci
100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni enzymové aktivity redukénich enzymi

vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,01).
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6.4.2 Vliv prirodnich latek na aktivitu reduktas vuci

menadionu

Tab. 5 Inhibice specifické aktivity redukénich enzymt vi¢i menadionu v cytosolické

frakci riznymi pfirodnimi latkami

Specifické aktivita [nmol/min/mg]
Koncentrace
0 1 10 100

inhibitort [uM]

Apigenin 7,10 £1,58 7,16 + 1,50 7,12+ 1,62 6,74 + 0,92

Daidzein 3,67+0,15 3,91+ 0,57 3,63 + 0,66 4,68 £ 0,62

Glycyrrhetinova 6,39 + 1,08 5,63 £0,44 5,19+0,34 1,86 + 0,57

kyS. sk

Luteolin 4,72 + 1,55 3,67+1,76 3,99 + 1,97 -

Naringenin 5,43 £0,50 5,19+ 0,49 5,16 +£ 0,59 3,86 £0,58
%

Kvercitrin 6,37+ 0,31 6,05+ 0,43 6,04 = 0,46 4,88 + 0,39
kk

Silibinin 6,60 = 0,30 6,49 £ 0,55 6,36 = 0,34 4,86 +0,09
skosk

* statisticky vyznamny rozdil vic¢i neinhibované reakci (p <0,05), ** statisticky
vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01), *** statisticky vyznamny rozdil

vuci neinhibované reakci (p <0,001)

Z tabulky (Tab. 5) lze vidét, ze kinhibici aktivity redukénich enzymt doslo u
glycyrrhetinové kyseliny, naringeninu, kvercitrinu a silibininu. Nejvyssi inhibi¢ni efekt
lze pozorovat u glycyrrhetinové kyseliny. U vSech téchto inhibitori doSlo k inhibici

v koncentraci 100 uM.
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U apigeninu a daidzeinu nedoslo k vyznamné inhibici viibec.

U luteolinu v koncentraci 100 uM doSlo k interferenci s pouZitou metodou, proto nebylo

a4

mozné miru inhibice vyhodnotit. V nizsich koncentracich k inhibici nedoslo.

Vliv apigeninu na specifickou aktivitu
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Obr. 25 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych

cytosolickych redukénich enzymii pomoci apigeninu v rtiznych koncentracich vuci

kontrole, n=3

Z grafu (obr. 25) vyplyva, Ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych apigeninem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).
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Vliv daidzeinu na specifickou aktivitu
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Obr. 26 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych

redukénich enzymit pomoci daidzeinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 26) vyplyva, ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych daidzeinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).

Vliv glycyrrhetinové kyseliny na specifickou
aktivitu
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Obr. 27 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzyml pomoci glycyrrhetinové kyseliny v riiznych koncentracich viici

kontrole, n=3, ** statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01)
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Z grafu (obr. 27) vyplyva, Zze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych glycyrrhetinovou
kyselinou v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové

aktivity reduk¢nich enzymt vlasovky slezové (Studentlv t-test, p <0,01).

Vliv luteolinu na specifickou aktivitu
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Obr. 28 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych

redukénich enzymit pomoci luteolinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 28) vyplyva, ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych luteolinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymu vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).

Pti koncentraci inhibitoru 100 uM doslo k interferenci s pouZzitou metodou, proto nebylo

mozné miru inhibice vyhodnotit.
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Vliv naringeninu na specifickou aktivitu
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Obr. 29 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzymtli pomoci naringeninu v riznych koncentracich viici kontrole, n=3, *

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakcei (p <0,05)

Z grafu (obr. 29) wvyplyva, Ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych naringeninem
v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

redukénich enzymt vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,05).

Vliv kvercitrinu na specifickou aktivitu
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Obr. 30 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzymt pomoci kvercitrinu v riznych koncentracich vi€i kontrole, n=3, **

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01)
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Z grafu (obr. 30) vyplyva, Ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych kvercitrinem
v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

reduk¢nich enzymi vlasovky slezové (Studenttv t-test, p <0,01).

Vliv silibininu na specifickou aktivitu
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Obr. 31 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity cytosolickych
redukénich enzyma pomoci silibininu v riiznych koncentracich viic¢i kontrole, n=3, ***

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,001)

Z grafu (obr. 31) vyplyva, ze ve vzorcich cytosolu ovlivnénych silibininem v koncentraci
100 uM doslo ke statisticky vyznamnému snizeni enzymové aktivity reduk¢énich enzymu

vlasovky slezové (Studenttv t-test, p <0,001).
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6.5 VIliv prirodnich latek na aktivitu reduktas

v mikrosomalni frakci

Mira inhibice pfirodnimi latkami se stanovila poklesem absorbance (kap.5.5). Vysledky
shrnujici vliv inhibitord v riznych koncentracich jsou znazornény v nasledujicich

tabulkach a grafech.

6.5.1 Vliv prirodnich latek na aktivitu reduktas vuci

menadionu

Tab. 6 Inhibice specifické aktivity reduk¢énich enzymi vii¢i menadionu v mikrosomalni

frakci riznymi pfirodnimi latkami

Specificka aktivita [nmol/min/mg]
Koncentrace
0 1 10 100

inhibitori [uM]

Apigenin 5,60+ 0,37 5,20+ 0,36 5,18+0,19 4,72 £ 0,41

Daidzein 5,91 £0,68 5,49+ 041 5,76 £ 0,67 5,50+ 0,59

Glycyrrhetinova 4,94 + 0,46 5,23 +0,48 5,45+0,31 3,30 £ 0,28

kys. ok

Luteolin 4,88 +0,15 4,37 +0,43 3,75+ 0,76 -

Naringenin 5,91 +0,29 5,74 £ 0,37 5,01 £0,73 4,19 £0,25
kk

Kvercitrin 5,96 0,46 5,63 +0,10 5,25+0,98 4,70 +£ 0,41
%

Silibinin 5,79 £0,51 5,57 +0,56 5,61 £0,59 4,33+£0,16
kk

* statisticky vyznamny rozdil vic¢i neinhibované reakci (p <0,05), ** statisticky
vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakei (p <0,01), *** statisticky vyznamny rozdil

vuci neinhibované reakci (p <0,001)
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Z tabulky (Tab. 6) lze vidét, Zze k inhibici aktivity redukcnich enzymu doslo u
glycyrrhetinové kyseliny, naringeninu, kvercitrinu a silibininu. Nejvyssi inhibi¢ni efekt
lze pozorovat u glycyrrhetinové kyseliny. U vsech téchto inhibitorti doslo k inhibici

v koncentraci 100 pM.
U apigeninu, a daidzeinu nedoslo k vyznamné inhibici viibec.

U luteolinu v koncentraci 100 uM doslo k interferenci s pouzitou metodou, proto nebylo

mozné miru inhibice vyhodnotit. V nizsich koncentracich k inhibici nedoslo.

Vliv apigeninu na specifickou aktivitu
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Obr. 32 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich

redukénich enzymil pomoci apigeninu v rznych koncentracich viici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 32) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosomil ovlivnénych apigeninem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymt vlasovky

slezové (Studenttv t-test, p <0,05).
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Vliv daidzeinu na specifickou aktivitu
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Obr. 33 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich

redukénich enzymt pomoci daidzeinu v riznych koncentracich vii¢i kontrole, n=3

Z grafu (obr. 33) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosomu ovlivnénych daidzeinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).
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Obr. 34 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzymti pomoci glycyrrhetinové kyseliny v riiznych koncentracich vici

kontrole, n=3, ** statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01)
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Z grafu (obr. 34) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosoma ovlivnénych glycyrrhetinovou
kyselinou v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové

aktivity reduk¢nich enzymt vlasovky slezové (Studentlv t-test, p <0,01).

Vliv luteolinu na specifickou aktivitu
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Obr. 35 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich

redukénich enzymit pomoci luteolinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 35) vyplyva, Ze ve vzorcich mikrosomii ovlivnénych luteolinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymu vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).

Pti koncentraci inhibitoru 100 uM doslo k interferenci s pouzitou metodou, proto nebylo

mozné miru inhibice vyhodnotit.
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Vliv naringeninu na specifickou aktivitu

T 120%

© 100% I
‘s 80%

=

w  60%

=

Q0%

=

o 20%

&

0% 0 1 10 100

Naringenin [uM]

Obr. 36 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzymil pomoci naringeninu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, **

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01)

Z grafu (obr. 36) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosomli ovlivnénych naringeninem
v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

reduk¢énich enzymt vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,01).

Vliv kvercitrinu na specifickou aktivitu
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Obr. 37 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzymi pomoci kvercitrinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, *

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakcei (p <0,05)
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Z grafu (obr. 37) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosomil ovlivnénych kvercitrinem
v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

reduk¢énich enzymt vlasovky slezové (Studenttv t-test, p <0,05).

Vliv silibininu na specifickou aktivitu
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Obr. 38 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzym@ pomoci silibininu v riiznych koncentracich vii¢i kontrole, n=3, **

statisticky vyznamny rozdil vi¢i neinhibované reakci (p <0,01)

Z grafu (obr. 38) vyplyvd, Ze ve vzorcich mikrosomii ovlivnénych silibininem
v koncentraci 100 pM doSlo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

redukénich enzymt vlasovky slezové (Studenttiv t-test, p <0,01).
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6.5.2 Vliv prirodnich latek na aktivitu reduktas vuci

metyraponu

Tab. 7 Inhibice specifické aktivity redukénich enzymu viici metyraponu v mikrosomalni

frakci riznymi ptirodnimi latkami

Specificka aktivita [nmol/min/mg]
Koncentrace
0 1 10 100

inhibitori [uM]

Apigenin 4,54 + 0,30 4,51 +0,47 496 +0,13 5,12+0,41

Daidzein 4,22 +0,24 4,35+0,67 4,32 +0,33 4,02 £ 0,40

Glycyrrhetinova 4,15+ 0,30 4,24+ 0,12 4,78 + 0,44 3,67+0,42

kys.

Luteolin 3,53+0,15 3,87 +0,47 3,28 £0,07 -

Naringenin 4,54 + 0,28 4,20 + 0,33 4,41 + 0,09 3,16 £ 0,07
sk

Kvercitrin 4,49 + 0,18 4,28 +0,13 3,82 +£0,38 3,15+0,58
%

Silibinin 4,07+ 0,19 4,41 +0,75 4,11 =047 2,76 0,18
sk

* statisticky vyznamny rozdil vic¢i neinhibované reakci (p <0,05), ** statisticky
vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01), *** statisticky vyznamny rozdil

vici neinhibované reakcei (p <0,001)

Z tabulky (Tab. 7) lze vidét, ze kinhibici aktivity redukénich enzymi doslo u
naringeninu, kvercitrinu a silibininu. Nejvyssi inhibicni efekt 1ze pozorovat u silibininu.

U vSech téchto inhibitorti doSlo k inhibici v koncentraci 100 uM.

U apigeninu, daidzeinu a glycyrrhetinové kyseliny nedoslo k vyznamné inhibici viibec.
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U luteolinu v koncentraci 100 uM doslo k interferenci s pouzitou metodou, proto nebylo

mozné miru inhibice vyhodnotit. V niz8ich koncentracich k inhibici nedoslo.

Vliv apigeninu na specifickou aktivitu
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Obr. 39 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich

redukénich enzymil pomoci apigeninu v riznych koncentracich vii¢i kontrole, n=3

Z grafu (obr. 39) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosomil ovlivnénych apigeninem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymu vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).
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Vliv daidzeinu na specifickou aktivitu
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Obr. 40 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich

redukénich enzymil pomoci daidzeinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 40) vyplyva, Ze ve vzorcich mikrosomi ovlivnénych daidzeinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).
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Obr. 41 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzyml pomoci glycyrrhetinové kyseliny v riiznych koncentracich viici

kontrole, n=3
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Z grafu (obr. 41) vyplyva, Ze ve vzorcich mikrosomli ovlivnénych glycyrrhetinovou
kyselinou nedoslo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich

enzymu vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,05).

Vliv luteolinu na specifickou aktivitu
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Obr. 42 Grafické procentualni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich

redukénich enzymt pomoci luteolinu v riznych koncentracich viici kontrole, n=3

Z grafu (obr. 42) vyplyva, Ze ve vzorcich mikrosoml ovlivnénych luteolinem nedoslo
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity redukénich enzymi vlasovky

slezové (Studentiiv t-test, p <0,05).

Pti koncentraci inhibitoru 100 uM doslo k interferenci s pouZzitou metodou, proto nebylo

mozné miru inhibice vyhodnotit.
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Vliv naringeninu na specifickou aktivitu
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Obr. 43 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzymil pomoci naringeninu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, **

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,01)

Z grafu (obr. 43) vyplyva, Ze ve vzorcich mikrosomi ovlivnénych naringeninem
v koncentraci 100 pM doSlo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

redukénich enzymt vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,01).

Vliv kvercitrinu na specifickou aktivitu
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Obr. 44 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzymi pomoci kvercitrinu v riznych koncentracich vici kontrole, n=3, *

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,05)
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Z grafu (obr. 44) vyplyva, ze ve vzorcich mikrosomil ovlivnénych kvercitrinem
v koncentraci 100 uM doslo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

reduk¢énich enzymt vlasovky slezové (Studentiv t-test, p <0,05).

Vliv silibininu na specifickou aktivitu
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Obr. 45 Grafické procentudlni zobrazeni ovlivnéni specifické aktivity mikrosomalnich
redukénich enzyma pomoci silibininu v riiznych koncentracich viic¢i kontrole, n=3, ***

statisticky vyznamny rozdil vii¢i neinhibované reakci (p <0,001)

Z grafu (obr. 45) vyplyva, Ze ve vzorcich mikrosomii ovlivnénych silibininem
v koncentraci 100 pM doSlo ke statisticky vyznamnému sniZzeni enzymové aktivity

redukénich enzymt vlasovky slezové (Studenttv t-test, p <0,001).
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7. Diskuse

Rezistence na anthelmintika je stidle nartstajici problém ve veterinarni mediciné a
zemédelstvi. Nakazy helminty s sebou nesou kromé zdravotnich komplikaci zvirat také
ekonomické ztraty pro chovatele at’ uz snizenim produktivity nebo ndklady na 1é¢bu
stada. Zatim jedinou efektivni cestou, jak bojovat s helmintézou jsou antiparaziticka
léciva. Pouzivaji se Sirokospektra anthelmintika, kterd pomahaji snizit nasledky
onemocnéni. Casté pouzivani anthelmintik ale vyustilo v rozvoj rezistence, ktera je dnes

celosvetovy problém a bohuzel je jeji vznik rychlejsi nez vyvoj novych 1éciv.

Konecny efekt anthelmintika v misté jeho uc¢inku ovlivituje vice faktort. Je ovlivnén jak
metabolismem zvitete, tak metabolismem parazita. Zatim co u ¢lovéka a dalSich savca
jsou metabolizujici enzymy relativné¢ dobfe prozkoumdany, u helmint jsou poznatky
znacn¢ omezené. Metabolismus helmintl stdle patii k neprozkoumanym oblastem a je
potieba se tomuto vice vénovat. Vice informaci a lepsi pochopeni mtze vést ke snizeni

rezistence a vyvoji novych potencialn¢ u¢innych 1éka.

Zatimco oxidacéni a konjugacni enzymy jsou pfedmétem vyzkumu uz del$i dobu a jsou
tak 1épe pozndny, enzymy redukujici karbonylové slouceniny podstatné méne¢.
Parazitujici hlistice ve zna¢né mife xenobiotika redukuji, coZ mliZe znamenat vyznamnou
ulohu reduktas v obrané parazit proti anthelmintikiim (Babikova 2009). Tato préace je
zaméfend na pozndni redukénich enzymu vlasovky slezové (Haemonchus contortus)
z kmene citlivého na anthelmintika (ISE — Inbread Susceptible Edinburgh) in vitro. In
vitro vyzkum neodpovida piesnym redlnym podminkdm, protoZe se jedna o inkubaci
subcelularnich frakci (cytosolu a mikrosomt). V in vitro stanoveni mohou byt rovnéz

pouzivany vysoké koncentrace substratu i NADPH (Becanova 2013).

Reduktasy jsou enzymy prvni faze biotransformace. Jejich zvySend exprese miiZze byt
indukovana stresovou odpovédi na podani 1éCiv, a proto vyzkum jejich potencialnich

inhibitorti mize vést ke zvySeni efektivity 1éCby onemocnéni.

Haemonchus contortus je nejvice zkoumand paraziticka hlistice, hlavné diky své
patogenité, rozsifeni po celém svéte a vysoké rezistenci na vSechny skupiny anthelmintik.
Pouziva se pro hledani novych 1€ki, mechanismu jejich u¢inkl a pochopeni rezistence.

Me¢fteni probihalo na subcelularnich frakcich, konkrétné cytosolu a mikrosomech.
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Na zékladé znalosti o lidskych enzymech byly zvoleny potencialni substraty pro enzymy
hlistic. Lidské enzymy mohou byt nicméné odlisné, a proto se spektrofotometricky
stanovila biotransformacni aktivita v danych frakcich a na zaklad¢ ni se zvolily substraty
pro dalsi zkouméani enzymu. Pro kazdou frakci byly zvoleny dva substraty, u kterych byla
prokdzand nejvyssi specifickd aktivita redukénich enzymi. U zbylych substrati
specificka aktivita prokdzana nebyla anebo byla nizsi, a tudiz pro inhibi¢ni studie nebyly

vhodné.

Acenaftenol je typicky substrat pro AKRI1C u savci (Zavielova 2008). V cytosolické
frakci byl acenaftenol metabolizovan, coz naznacuje pfitomnost tohoto enzymu
znadrodiny AKR u vlasovek. JelikoZz se jedna o cytosolicky enzym, tak se dle
pfedpokladti v mikrosomalni frakci specifickd enzymaticka aktivita neprojevila.
V cytosolu byla specificka aktivita nizka, a proto tento substrat pro dalsi méteni zvoleny

nebyl.

Vysoké specificka aktivita reduktas vici glyceraldehydu byla naméfena v cytosolu a
mén¢ vyznamna v mikrosomalni frakci. Je to substrat charakteristicky pro cytosolické
enzymy AKR1A, AKR1B10 a CBR1 (Cvilink et al. 2009, Urbankova 2007). Substrat byl
vybran pro inhibi¢ni studii v cytosolu. Z vybranych specifickych inhibitori doslo
ke snizeni aktivity cytosolickych reduktas vlasovek s glycyrrhetinovou kyselinou,
luteolinem, naringeninem a silibininem. To poukazuje na pfitomnost enzymt z nadrodiny
AKR (AKR1B10) i SDR (CBR1). Nejvétsi mira inhibice se projevuje u luteolinu, ktery
je inhibitorem obou enzym a ddle u naringeninu, ktery je rovné€z enzymovy inhibitor
obou (Holeckova 2012, Malatkova et al. 2013, Zemanova et al. 2015). Ve vzorcich
ovlivnénych kvercitrinem nedoslo k vyraznému ovlivnéni enzymové aktivity. Dlivodem

mohou byt odlisSnosti v enzymech ¢lovéka a vlasovky.

Pro porovnani s lidskymi enzymy podle Zemanové et al. (2015) k inhibici AKR1B10
naringeninem C¢i silibininem doSlo jiZ v koncentraci 20 uM a taktéz s luteolinem. Nejvétsi
mira inhibice byla ale prokdzdna u apigeninu a daidzeinu, u kterych v tomto vyzkumu
k inihbici nedoslo viibec. Vyzkum Zemanové et al. (2015) byl provadén na substratu all-

trans-retinalu.

Pro ketoprofen nebyla prokdzand vyznamnéd specifickd aktivita v cytosolu.
V mikrosomdlni frakci byla zméfend aktivita vys$s$i. Pravdépodobné je to zpiisobené

pfitomnosti enzymu 11B-HSDI, ktery je typicky pravé pro tuto subcelularni lokalizaci

68



(Urbankova 2007). Nicméné¢ aktivita reduktas viuci ketoprofenu byla nizs§i nez u jinych

substrati a méteni s ketoprofenem dale nepokracovalo.

Menadion se ukazal jako vhodny substrat jak pro cytosolickou, tak i pro mikrosomalni
frakci. Preménuje ho cytosolickd reduktasa CBR1 a mikrosomalni 11B-HSDI
(Urbankova 2007). V cytosolu k nejvyssi inhibici doslo u glycyrrhetinové kyseliny. Mtize
to byt zpisobeno odliSnosti mezi enzymy helmintl a ¢lovéka, nebo piitomnosti dalSich
enzyml v cytosolu vlasovek, které se na redukci také podileji a jsou kyselinou
glycyrrhetinovou inhibovany. Stejny ptipad je i u silibininu. K vyznamné inhibici doslo i
po pfidani 100 pM naringeninu a kvercitrinu do reakéni smési. Tyto dvé latky jsou
specifickymi inhibitory CBR1, tedy reduktasy z nadrodiny SDR (Malatkov4 et al. 2013,
Zemanova et al. 2015). Aktivita lidské CBR1 viici substratu NNK a isatinu byla vSak
inhibovana jiz 5 uM koncentraci kvercitrinu (Malatkova et al. 2013). V mikrosomalni
frakci se jako nejsiln€jsi inhibitor ukazala stejnéd latka, a to kyselina glycyrrhetinova
v nejvyssi pouzité koncentraci (100 pM). Inhibuje aktivitu mikrosomalni 11B-HSD1
z nadrodiny SDR (Hole¢kova 2012, Malatkova et al. 2013, Schweizer et al. 2003). Lidska
11B-HSD1 je inhibovana kyselinou glycyrrhetinovou vyraznéji, hodnota ICso je 1,57 uM
(Schweizer et al. 2003). DalSimi vhodnymi inhibitory vici testované latce jsou
naringenin, kvercitrin a silibinin. To mZe mit opét vice diivodi. MiZe se liSit substratova
specifita enzymi vlasovek a savcil anebo jsou enzymy redukujici karbonylovou skupinu
sloucenin rtizné citlivé vuci testovanym inhibitordm. U inhibice luteolinem doslo v
nejvyssi pouzité koncentraci inhibitoru k interferenci s pouZitou analytickou metodou a
nebylo tak moZzné zhodnotit potencidlni miru inhibice ani v cytosolu ani v mikrosomalni

frakcei.

Metyrapon je substrat charakteristicky pro vice enzymi. V cytosolu dochazi k jeho
redukci pomoci AKR1A, AKR1C a CBR1, v mikrosomech pomoci 118-HSD1 (Cvilink
et al. 2009, Urbankova 2007). V cytosolické frakci nebyl pro dal§i méfeni vybran
z divodu pfitomnosti substrat, vici nimz mély enzymy vlasovek vyssi specifickou
aktivitu, nicméné v zavislosti na prokazané aktivité nelze potvrdit ani vyvratit pfitomnost
nekteré z vySe uvedenych cytosolickych reduktas. V mikrosomalni frakci byla nalezena
vyssi aktivita, takZze metyrapon byl zvoleny i pro méfeni miry inhibice rtiznych latek.
K inhibici doSlo pomoci naringeninu, ktery je kromé jinych enzymi (cytosolickych
AKRIC, AKR1B10, CBR1) inhibitorem mikrosomalni reduktasy 11B-HSD1 (Patel et al.
2018, Zemanov4 et al. 2015, Schweizer et al. 2003). Inhibi¢ni potencial byl prok4dzan i u
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kvercitrinu a silibininu, takze je pravdépodobna pfitomnost jinych enzymi a/nebo
odlisnosti od lidskych enzymi. Glycyrrhetinova kyselina je inhibitorem lidské 11f-
HSD1, nicméné u vlasovky k inhibici redukce metyraponu touto latkou o¢ividné nedoslo,
prestoze redukce menadionu byla inhibovana. Moznou pfi¢inou by mohla byt odlisna

substratova specifita enzymu u vlasovky.

Poslednim vybranym substratem byl naloxon. Jedna se o substrat lidsk¢é AKRI1C
(Urbankova 2007), ale v cytosolické frakei hlistic nebyla prokdzana prakticky zadna
aktivita. Nejedna se tedy pravdépodobné o substrat této reduktasy u vlasovky.
V mikrosomadlni frakci byla aktivita s timto substratem nameétena vyssi, coz naznacuje
pfitomnost enzymu schopnych naloxon redukovat. Jednim z moznych enzymu by mohla
byt 11B-HSD1, kterd je membranové vazana a jeji aktivita byla u vlasovek prokazéna

vuci menadionu.

Inhibitory apigenin a daidzein neovlivnily zddnou reakci. Mizeme tedy ptedpokladat, ze
ackoliv jsou inhibitory pro lidskou AKRI1B10 a CBR1 a apigenin i pro AKR1C (Salehi
et al. 2019, Malatkova et al. 2013, Sun et al. 2016), tak ziejmé nejsou inhibitory pro

obdobu lidskych enzymt u vlasovky slezové.

V této praci jsem se experimentalné pokusila charakterizovat n¢které enzymy redukujici
karbonylové slouceniny u vlasovky slezové pomoci substratii a inhibitora specifickych
pro lidské reduktasy. V kazdé subcelularni frakci byla méfena inhibice enzymové aktivity
relativné specifickymi inhibitory vici dv€ma nejvice metabolizovanym specifickym
substratim. Ne¢které substraty, které nebyly zahrnuté v inhibicni studii, také byly

redukovany v subcelularnich frakcich vlasovky slezové, ovSem s niZsi aktivitou.

Vysledky dokazuji, Ze vlasovka slezovd je schopnd metabolizovat xenobiotika
s karbonylovou skupinou pomoci redukénich enzymt a branit se tak ucinktim 1€civ, ale
je mozné tyto enzymy inhibovat. Podle vysledku této prace lze urcit potencialni inhibitory
pouzitelné pro dalSi vyzkum boje s rezistenci na anthelmintika a vyloucit latky, které
nemély zadny efekt. Na zaklad€ pouzitych specifickych substrati a inhibitorit podle
informaci o lidskych reduktasach, které mohou ale nemusi byt nutné€ shodné, 1ze ptitomné

enzymy z nadrodin AKR a SDR spiSe odhadnout neZ pevné stanovit.
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8. Zavér

V ziskanych subcelularnich frakcich dospélcii citlivého (ISE) kmene vlasovky slezové
(Haemonchus contortus) bylo zmétfeno a vypocitano mnozstvi proteini. Hodnota byla

vypoctena zvlast’ pro cytosolickou a zvlast’ pro mikrosomalni frakci.

Na zakladé znalosti lidskych biotransformacnich enzymt byly vybrany potencidlni
substraty pro biotransformacni enzymy hlistic Nejvyssi specificka aktivita reduk¢nich
enzymu vlasovky slezové v cytosolu byla zjisténa pro substraty glyceraldehyd (8,22 +
0,82 [nmol/min/mg]) a menadion (4,63 + 0,46 [nmol/min/mg]). V mikrosomalni frakci to
byly substraty menadion (4,38 + 0,36 [nmol/min/mg]) a metyrapon (1,92 + 0,14
[nmol/min/mg]). Uvedené substraty redukénich enzymi byly vyuZity v nasledujici
inhibi¢ni studii.

Specifické inhibitory (glycyrrhetinova kyselina, luteolin, naringenin, kvercitrin a
silibinin) zpiisobily pokles aktivity redukénich enzymil v cytosolické i mikrosomalni
frakci. Na zakladé ziskanych hodnot byly uré¢ené nékteré enzymy z nadrodin AKR a SDR.
Z vysledki je patrna ptitomnost cytosolickych enzymiit AKR1B10 a AKR1C z nadrodiny
AKR a cytosolické CBR1 a mikrosomalni 113-HSD1 z nadrodiny SDR.

Zde prezentované vysledky odhaluji pouze ¢ast pfitomnych metabolizujicich enzymi.
Pro kompletni pochopeni metabolismu a zji$téni, zda se na redukci podili 1 dalsi reduktasy

by bylo potifebné prezentované vysledky rozsitit o dalsi studie.
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