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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Titul, jméno, ptijmeni kandidata: David Briestensky
Titul, jméno, ptijmeni Skolitele: Doc. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Identifikace a kvantifikace anthelmintik a jejich metaboliti u

tasemnic metodou LC/MS

Biotransformace anthelmintik, stejné jako aktivita biotransformacnich enzymii,
predstavuji oblasti, které zatim u tasemnic nejsou pfili§ prozkoumané. AvSak praveé
biotransformacni enzymy mohou do urcité miry chranit organismus parazita proti
pusobeni anthelmintik (a xenobiotik obecné€). Schopnost parazita metabolizovat podané
anthelmintické lé¢ivo na neucCinny metabolit mize piedstavovat vyhodny obranny
mechanismus, ktery mize pfispivat ke vzniku helmintorezistence. Cilem mé prace bylo
zhodnotit metabolismus vybranych anthelmintik (albendazolsulfoxid, flubendazol,
mebendazol) u tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta). Vysledky biotransformace
ukazuji, Ze tasemnice neni schopna oxidovat ani redukovat albendazolsulfoxid.
Mebendazol a flubendazol je schopna redukovat. Pro redukci mebendazolu
a flubendazolu byly uréeny kinetické parametry, které ukazaly, ze rychlost pfemény na
redukovany metabolit je u flubendazolu dvacetkrat pomalejsi nez u mebendazolu, ale
afinita reduktas je u flubendazolu sedmkrat vyssi. Jedinymi metabolity druhé faze
biotransformace byly dva rizné¢ methylované derivaty redukovaného flubendazolu.
V jednom piipad¢ byl methyl na benzimidazolovém jadie (C-methylace), ve druhém na
postrannim fetézci (N-methylace). Metabolity anthelmintik byly detekovany
a identifikovany pomoci HPLC se spektrofluorometrickym detektorem, s UV
detektorem nebo s hmotnostnim spektrometrem. V porovnani s vysledky metabolizace u
jinych helmintl se ukazalo, ze biotransformace xenobiotik je rozdilnd nejen u riznych

helmintd v ramci jednotlivych tfid, ale i mezi tasemnicemi samotnymi.
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Biotransformation of anthelmintics, as well as the activity of biotransformation
enzymes, represents areas that are not yet so much explored at the tapeworms. However
especially biotransformation enzymes can to a certain extent protect organism of the
parasite against effects of anthelmintics (and xenobiotics in general). The ability of the
parasite to metabolize administered anthelmintic drug to an inactive metabolite can
represent a convenient defence mechanism that may contribute to the formation of
resistance. The aim of my thesis was to evaluate the metabolism of selected
anthelmintics (albendazole sulphoxide, flubendazole, mebendazole) in Hymenolepis
diminuta. Results of metabolism show that the rat tapeworm is unable to oxidize or
reduce albendazole sulphoxide. Tapeworm is able to reduce mebendazole and
flubendazole. For mebendazole and flubendazole reduction the kinetic parameters were
determined. It was shown that the rate of conversion to reduced metabolites of
flubendazole is twenty times slower than for mebendazole reduction, but the affinity of
reductases is seven times higher to flubendazole. The only phase Il metabolites were
two methylated derivatives of reduced flubendazole. In one case methylation took place
on benzimidazole core (C-methylation), in second on the side chain (N-methylation).
Metabolites were detected and identified using HPLC with spectrofluometric detector,
UV detector and mass spectrometer. Compared with the results of the metabolism in
other helminths, it was shown that the biotransformation of xenobiotics is different not
only in different helminths within individual classes, but also among tapeworms

themselves.
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1 UVOD

Helmintozy jsou infekéni choroby vyvolané mnohobunéénymi zivocichy, pro
které se vZilo oznaceni Cervi. Helmintdzy ptedstavuji jednu z nejrozsifenéjSich pficin
ohrozeni zdravotniho stavu hospodarskych, domacich i1 voln¢ zijicich zvirat.
Chovatelim hospodaiskych zvifat ptsobi tyto nemoci znacné ekonomické ztraty.
Mnohé helmintdzy jsou i zoonézami (Lamka, Duchacek 1998). V tropickych zemich
a oblastech s niz§im hygienickym standardem piedstavuje vysoka mira infikace lidi
vnitinimi parazity vazny problém, ktery spolu s nedostateCnou vyzivou vede ke
zvySovani détské umrtnosti (Stejskal 2005).

K prevenci a 1écbé téchto onemocnéni se vyuziva celd fada rtiznorodych 1é¢iv
s anthelmintickymi ucinky. Vé&tSina uzivanych 1é€iv je syntetického puvodu. Parazité si
pii Castém a nékdy nevhodném uzivani anthelmintik tvoii viic¢i témto latkam rezistenci.
Pro nalezeni pfi¢iny vzniku rezistence je tfeba znat mechanismy biotransformace
toxickych latek (xenobiotik) u helminti.

Ve své praci jsem se zabyval biotransformaci vybranych anthelmintik ze skupiny
benzimidazolt (BZD) in vitro i ex vivo u tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta),
modelového organismu pro studium tfidy Cestoda. K identifikaci metaboliti byla
pouzita metoda LC/MS, ke kvantifikaci metabolitl byla pouZita metoda HPLC.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hymenolepis diminuta

2.1.1 Taxonomie

Rise: Animalia

Kmen: Platyhelminthes
Tiida: Cestoda

Rad: Cyclophyllidea
Celed: Hymenolepididae
Rod: Hymenolepis
Druh: H. diminuta

2.1.2 Stavba téla

Dospély jedinec méti od 20 do 60 cm. V krajnich pfipadech mlze dortist az do
velikosti 90 cm (Dewey 2001). Jeho ploché télo se skladd ze dvou casti. Prvni tvoii
skolex (hlavicka), ktery je vybaven ¢tyfmi kruhovitymi pfisavkami a vysunovatelnym
chobotkem (rostellum). V hlavi¢ce se nachazi smyslové centrum tasemnice, ze které¢ho
vede sit’ podélnych nervi, kterd je rozprostfena po celém téle. Takto mlze tasemnice
vnimat vnéj$i podnéty. Druhou C¢asti je segmentovana strobila (t€lo). Ta je tvoiena
jednotlivymi ¢lanky (proglotidy), které predstavuji samostatné reprodukcni jednotky.
Povrch téla pokryva tegumentum (neodermis). Na povrchu tasemnic se nachazeji
mikrotrichy (pfeménéné mikroklky), které pokryva glykokalyx (Volf a kol. 2007).

Spolu se vSemi ¢leny t¥idy Cestoda i tasemnice krysi postrada jakékoliv stopy
zazivaciho traktu. Veskeré ziviny a potfebné latky piijimd povrchem téla. K tomuto
ucelu slouzi 1 mikrotrichy, které zvétSuji plochu téla. Jejich pocet tak ovliviiuje mnozstvi
vstiebanych zivin. Glykokalyx, vrstva makromolekul obsahujicich sacharidy, ochrafiuje
H. diminuta pfed mechanickym a chemickym poskozenim ve stfevech definitivniho
hostitele. Interakci glykokalyxu a uré¢itych molekul dochazi ke zvySeni aktivity amylasy
v H. diminuta a potladeni aktivity enzymu trypsinu, chymotrypsinu a pankreatické
lipasy konec¢ného hostitele. Dochazi také k poklesu absorpce kationtti a zlu¢ovych soli

do téla parazita (Dewey 2001).



Obr. 1. Hymenolepis diminuta. Foto: Mgr. Ivan Vokial

2.1.3 Vyvojovy cyklus

Zivotni cyklus je nepiimy a je schematicky zndzornén na obrazku 2. Tasemnice
jsou zivocichové oviparni (vejcorodi). Vajicka (1) jsou uvolilovana bud’ izolované
opusténim clanku uterinnim pdérem (anapolyze) nebo uvniti celého ¢lanku (apolyze), se
stolici pak opoustéji definitivniho hostitele (Volf a kol. 2007). Ve vnéjsim prostiedi
vajicka nepteziji vice nez 10 dni (DPDx — Hymenolepiasis). Uvnitf vajicka se vytvari
prvni larva — onkosféra (hexakant). Pro dal$i vyvoj musi byt vajicko pozieno
mezihostitelem (2), kterym jsou nejcastéji brouci rodu Tenebrio (Shea 2007) nebo
Tribolium (Evans a kol. 1998). Mén¢ casto se jim stava blecha. Pfi pozieni dojde
Kk poruSeni skofapky a v lumen stfeva dojde po natraveni ochrannych vrstev k uvolnéni
onkosféry (3) z vajicka (Lethbridge 1971). Ta pronikne pfes stfevni sténu do hemocoelu,
télni dutiny, ktera je soucasti obc¢hové soustavy hmyzu. Zde se z onkosféry vyvine druha
larva — cysticerkoid (4). V tomto stadiu je H.diminuta infek¢ni. Koneénym hostitelem
jsou predevsim hlodavci (krysy, potkani). Ve vyjimeénych ptipadech se jim stava
i ¢lovek (Andreassen a kol. 1999, Tena a kol. 1998). V zaludku a tenkém strevé
definitivniho hostitele dojde k uvolnéni cysticerkoidii z tkani mezihostitele. Po vylihnuti
skolexu (5) se Ctyfmi piisavkami se parazit piichyti ke sténé tenkého stieva.

V dospélého jedince (6) se parazit vyvine béhem 3 tydni (DPDx — Hymenolepiasis).
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Tasemnice jsou hermafrodité. Kazdy ¢lanek obsahuje sam¢i i samici reprodukéni
organy. K oplozeni mtize dojit mezi dvéma jedinci nebo mezi ¢lanky na stejné strobile.

Vajicka jsou obsazena v nejstarSich ¢lancich na konci téla (7) (Volf a kol. 2007).

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Oncospheres hatch and
penetrate intestinal wall

o Cysticerci in body cavity
of insect ingested by
rodent or human

e Ingested by an arthropod
intermediate host

Eggs passed in feces o gravid proglottids

Obr. 2. Zivotni cyklus Hymenolepis Diminuta (DPDx - Hymenolepiasis)

(Jednotlivé faze jsou popsané v kapitole 2.1.3)

Clovék jako definitivni hostitel se miize nakazit alimentarni cestou. Klinicky
prabéh je asymptomaticky, pii vétSim poctu tasemnic ve stitevé se mohou objevit bolesti

bficha, prijmy az poSkozeni stiev (Mencl 2001, Dewey 2001). Onemocnéni se nazyva

hymenolepioza (Forstl a kol. 2004).

2.1.4 Ovlivnéni hostitele

Parazité casto vyvolavaji u hostitele rizné zmény pocinaje morfologii, pies
regulaci metabolismu a rozdélovani energie pro jednotlivé Zivotni funkce, aZz po
specifické zasahy do nervového systému vedouci ke zménadm chovani hostitele, a tim

zvysuji pravdépodobnost, Ze dojde k uspésné infikaci (Flegr, Havlicek 1999).
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Tasemnice nejsou vyjimkou. Trus infikovanych potkand pfitahuje potemnika
hnédého (Tribolium confusum) (Evans a kol. 1998) a potemnika mouc¢ného (Tenebrio
molitor) (Shea 2007) vice nez trus neinfikovanych potkant. Brouci tak dokazi rozlisit
infikovany trus, ktery obsahuje vice lipidli a méné sacharidi, a tim se zvySuje Sance na
pozieni vajicka tasemnice (Pappas, Wardrob 1997). Infikované brouky vSak trus
nakazenych potkanti jiz nelaka a to nejspiSe z dlivodii odvraceni moznosti letdlni infekce
nebo k zamezeni kompetice o hostitele (Shea 2007).

Studie hostitelskych vztahti Tenebrio molitor — Hymenolepis diminuta ukazaly,
ze je brouk parazitem ovliviiovan a stava se tak snadnéjSi kofisti pro definitivniho
hostitele. Infikovani brouci se v bludisti ve tvaru T pohybuji zna¢né pomaleji nez brouci
Vv kontrolni neinfikované skupiné. Infikovanym broukiim také trva déle, nez se nauci
volit spravnou cestu. Vliv infekce je ztetelny jiz po prvnim tydnu od pozieni vajicka
a dokonce vyssi po dvou tydnech. Delsi infekce jiz schopnosti brouka nezhorSuje

(Sheiman a kol. 2006).

2.1.5 Crowding efekt

Bylo zjisténo, ze ve vétsich populacich tasemnic se velikost jednotlivych jedinct
H. diminuta v tenkém stfevé imérné zmensuje vici jejich celkovému poctu. Tento jev
se oznacuje jako crowding efekt.

V in vitro experimentech bylo objeveno, Ze tasemnice do média vylu¢uje mimo
jiné acetat, cGMP, kyselinu glukosaminovou a sukcinat. Tyto latky maji schopnost
inhibovat syntézu DNA v rostouci Casti organismu parazitl. Tasemnice, na které pfi
experimentech tyto latky pisobily, mély méné proglotidii nez kontrolni skupina a tim je
podpofena teorie, Ze uvoliované latky in vitro jsou souc¢asti mechanismu crowding
efektu in vivo. Tento efekt tasemnice vyuzivaji, aby snizily poSkozeni hostitele (Cook,
Roberts 1991).

2.2 Anthelmintika

Anthelmintika jsou latky pouZivané pro eliminaci helmintl z organismu.
Nejcastéji se jedna o latky syntetického ptivodu, které pro své vyhodné vlastnosti (stale
stejna jakost, ekonomicky vyhodné vyroba, vhodna forma pro uchovavani i pro aplikaci)
prakticky zcela vytlacily rostlinné drogy a z nich izolované ucinné latky (Lamka,
Duchacek 1998). Stejné jako se déli helminté do tii skupin: tasemnice (Cestodes),

hlistice (Nematodes) a motolice (Trematodes), délime 1 anthelmintika. Proti tasemnicim
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které mame k dispozici, jsou BZD (Kohler 2001).

2.2.1 Benzimidazolova anthelmintika

Idedlni anthelmintikum by mélo byt bezpecné, snadno davkovatelné
a aplikovatelné, se Sirokym spektrem ucinku. Tyto pozadavky spliuji BZD, které jsou
pouzivany od roku 1961. Jejich plo$né uzivani bez stiidani s jinymi druhy anthelmintik ma
za nasledek u nékterych parazitti rozvoj rezistence (Bodecek, Koudela 2009).

Podavéani benzimidazolovych anthelmintik je celosvétové rozsifeno predevSim
ve veterinarni mediciné. Dle ATC klasifikace jim nalezi kod QO9AA (veterinaria-
anthemintika) (Velik a kol. 2004). V terapii a k prevenci se konkrétné pouzivaji tyto
latky: albendazol, fenbendazol, flubendazol, kambendazol, mebendazol, luxabendazol,
oxibendazol, parbendazol, thiabendazol, triklabendazol. Léc¢iva netobimin, febantel
a thiofandt jsou proléciva (probenzimidazoly), v cilovém organismu jsou
metabolizovany na anthelminticky u¢inné metabolity. V humanni medicin¢ se z derivati
BZD Kk terapii helmintéz pouzivaji pouze mebendazol, albendazol a thiabendazol.

BZD jsou lé¢iva s antinematodni, anticestodni a z ¢asti antitrematodni aktivitou.
Mechanismus ucinku je zaloZzen na vazbé léCiva na B-tubulin, protein nutny k tvorbé
mikrotubulli. Mikrotubulinové struktury zprostfedkovavaji Zivotné dulezité funkce jako
je mitoéza, pohyb a transport. Mezi tubulinem helmintii a savct existuji strukturdlni
rozdily, proto neptisobi BZD toxicky i na hostitele. Vysledkem je rozvrat energetického
metabolismu, vyCerpani energie, imobilizace a naslednd smrt citlivych parazitii. VétSina
1é¢iv této skupiny plisobi proti vyvojovym i dospélym stadiim helmintii, nékteré latky
pusobi i ovicidné (Bodecek, Koudela 2009).

Nasleduje stru¢ny popis benzimidazolovych anthelmintik, se kterymi jsem

pracoval a sledoval jejich biotransformaci u tasemnice krysi.

Albendazolsulfoxid

Chemicky nazev: methyl-[5-(propylsulfinyl)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat
Zkratka: ABZ.SO
Sumarni vzorec: C1oH15N305S

Molekulova hmotnost: 281,33 g.mol™
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Obr. 3. Chemicka struktura albendazolu a jeho metabolitu albendazolsulfoxidu

Albendazolsulfoxid (Rikobendazol) je aktivnim metabolitem albendazolu
(ABZ). Ma tedy i stejné ucinky. Plsobi na hlistice, tasemnice, motolice a dokonce
i proti prvoku lamblie stievni (Giardia lamblia). Pusobi larvicidng, ovicidné
a vermicidné. Hlavni cestou biotransformace je oxidace. Metabolitem je farmakologicky
neaktivni albendazolsulfon (ABZ.SOO) (SPC Zentel®).

Mebendazol
Chemicky nazev: methyl-(5-benzoyl-1H-benzimidazol-2-yl) karbamat
Zkratka: MBZ
Sumarni vzorec: C16H13N303

Molekulova hmotnost: 295,29 g.mol™

Obr. 4. Chemicka struktura mebendazolu

i
CH

Mebendazol se pouziva jak ve veterinarni medicing, tak pti 1é¢bé ¢loveka. U lidi
je indikovan pfi infekcich parazity roup détsky (Enterobius vermicularis) nebo skrkavka
détska (Ascanis lumbricoides), u zvifat pii parazitdézach zpusobenych hlisticemi rodu
Trichuris, Ancylostoma, Toxocara nebo Ascaris. Ve veterinarni mediciné je urcen
piedevsim k 1é¢bé ovci, koz a koni.

Mebendazol je metabolizovan zejména v jatrech. Hlavnimi metabolickymi
cestami jsou redukce karbonylové skupiny na hydroxylovou a hydrolyza karbamoylové

skupiny na aminoderivat, ktera byla pozorovana u koni a lidi (SPC Vermox®).
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Flubendazol

Chemicky nazev: methyl-[5-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat
Zkratka: FLU
Sumarni vzorec: C16H12FN3O4

Molekulova hmotnost: 313,29 g.mol™
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Obr. 5. Chemicka struktura flubendazolu

Flubendazol je fluoroderivat mebendazolu. Pouziva se pifi tlumeni a lécbé
parazitoz vyvolanych gastrointestinalnimi a plicnimi Cervy ze tfid Nematoda a Cestoda.
Ve veterinarni medicing je uzivan pti 1é¢be prasat, driibeze a lovného ptactva. Hlavnimi
metabolickymi cestami je hydrolyza karbamatové skupiny a redukce karbonylové

skupiny (SPC Flumixan®).

2.3 Metabolismus xenobiotik u helminta

Ve svém zivotnim prostiedi se parazité dostavaji do kontaktu s celou fadou
chemickych latek. Nékteré slouCeniny vyuzivaji ptedevsim pro rist a reprodukei. Velké
mnozstvi latek nemé pro parazita fyziologickou hodnotu a mohou byt pro ného
1 toxické. Tyto latky nazyvadme xenobiotika. Pro helminty jsou xenobiotiky sekundarni
metabolity z potravy hostitele, polutanty z zivotniho prostiedi, latky zimunitniho
systému hostitele a anthelmintika.

Xenobiotikum miiZze podléhat v téle parazita jednomu ze tii cest:

» Je odstranéno v nezménéné podobé.

» Dojde kneenzymatické preméné na jinou latku. K tomuto dochazi pii
kontaktu xenobiotika s reaktivni molekulou nebo je vystaveno uréitym
fyziologickym podminkam, jako je nizké nebo vysoké pH.

= Xenobiotikum je enzymaticky metabolizovano.

Nejcastéji je ve tkanich pozorovéana posledni cesta a obvykle dochazi

k detoxikaci, jsou ale ptipady, kdy je latka naopak aktivovana. Hlavnim efektem je
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pfeména lipofilni molekuly na hydrofilni. Tato zména vede ke snadnéj$imu odstranéni
z organismu (Precious, Barrett 1989).

Parazité, stejné jako savci, metabolizuji xenobiotika ve tiech fazich. V prvni
dochazi k odkryti hydrofilnich skupin nebo zavedeni poldrnich substituentti, jako
napiiklad hydroxylové skupiny, karbonylové skupiny, aminoskupiny nebo sulfatu. Tyto
reakce katalyzuji hydrolytické, redukéni a oxidaéni enzymy. Ve druhé fazi dochazi ke
konjugaci. Konjugovana je slouc¢enina nizké molekulové hmotnosti. Jedna se predevsim
o aminokyselinu, cukr, glutathion, fosfit nebo acetat (Barret 1997). Za tfeti fazi
metabolismu xenobiotik se povazuje aktivni transport substratii, metabolitl nebo
konjugath pfes membranu ven ztéla parazita pomoci specidlnich proteinovych

transportéri (Cvilink a kol. 2009a).

2.4 Biotransformacni enzymy

Enzymy katalyzujici biotransformaci lé¢iv a jinych cizorodych latek maji fadu
zvlastnosti. Oproti enzymim intermediarniho metabolismu nejsou strukturadlné specifické.
Vyhodou nizké substratové specifity je moznost podilet se na metabolizaci velkého poctu

chemicky riznorodych sloucenin, a to i zcela novych (Lincova, Farghalli 2007).
2.4.1 Enzymy faze I biotransformace

2.4.1.1 Oxidaéni enzymy

Existence oxida¢niho metabolismu xenobiotik u ¢ervi byla dlouhou dobu
popirdna. Az v poslednich letech se objevuji nezvratné dikazy oxidace 1é¢iv (ABZ)
(Solana a kol. 2001). U vétSiny jinych organisml maji oxida¢ni enzymy dominantni
ulohu v biotransformaci xenobiotik, pfedev§im cytochrom P450 (CYP) a flavinové
monooxygenasy. Teprve nedavno byla dokazana existence gentt CYP v genomu
had’atka obecného (Caenorhabditis elegans) (Cvilink a kol. 2009a).

Cytochrom P450 mize byt u helmintti nahrazen peroxidasou. Stejné jako CYP je
to hemoprotein. To znamena, Ze jsou si tyto enzymy strukturalné podobné. Peroxidasa
byla nalezena naptiklad u Ascaridia galli, Fasciola hepatica a Hymenolepis diminuta
(Precious, Barrett 1989). Peroxidasy helminti byly nejcastéji studovany pouze z
hlediska jejich antioxida¢ni funkce. Pfitomnost helminta v organismu hostitele vede
k aktivaci imunitniho syst¢ému a ke zvySeni produkce volnych radikald. Pred témito

radikaly  chrani  parazita napiiklad  superoxiddismutasa (SOD), katalasa,
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glutathionperoxidasa, xantinoxidasa, cytochrom c¢ peroxidasa a peroxiredoxiny (Cvilink
a kol. 2009a).

2.4.1.2 Reduk¢ni enzymy

Na rozdil od oxidas jsou redukéni a hydrolytické enzymy povazovany za dilezité
biotransformacni enzymy cizorodych latek u helmintl jiz mnoho let (Precious, Barrett
funk¢énich skupin, funkénich skupin obsahujicich siru a selen, anorganickych
a organokovovych sloucenin, karbonylové skupiny, dehalogenace a deoxygenace
arenoxidil.

Vyznamnou skupinou jsou enzymy ucastnici se redukce karbonylové skupiny.
Aldehydy a ketony jsou pro buiky Skodlivé, protoZe se mohou kovalentné vazat se
sekundarnimi aminoskupinami a thiolovymi skupinami v proteinech. Diky schopnosti
interagovat s DNA jsou n¢které aldehydy mutagenni. Ochranu proti reaktivnim
karbonylovym slouc¢enindm zajistuji pravé nckteré redukéni enzymy (napf.
aldo-ketoreduktasy, aldehyddehydrogenasy, alkoholdehydrogenasy), podileji se tudiz na
detoxikac¢nich procesech (O’Connor a kol. 1999).

U cervl byly nalezeny enzymové systémy schopné redukovat aldehydy a ketony
a také spiSe neobvyklé azoreduktasy a nitroreduktasy (Barrett 1997). Ptikladem mtize byt
redukce glyceraldehydu, daunorubicinu, acenaphthenolu, metyraponu a oracinu u
H. contortus nebo redukce azosloucenin a nitrosloucenin u Ascaris lumbricoides a Moniezia
expanza (Cvilink a kol. 2009a). Karbonylové slou¢eniny jsou u savct metabolizovany na
odpovidajici alkoholy NAD(P)H dependentnimi enzymy, které se fadi do tfi nadrodin:

. Dehydrogenasy/ reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)

. Dehydrogenasy/ reduktasy se stfedn¢ dlouhym fetézcem (MDR)

. Aldo-keto reduktasy (AKR)

(Crosas a kol. 2001)

SDR nadrodina: Jsou to rozpustné bilkoviny. VétSinou se jedna o dimery nebo

tetramery obsahujici pfiblizné 270 aminokyselin (Combourieu a kol. 2004).
Charakteristickym znakem je Rossmanliv zahyb s centrdlnim beta-skladanym listem
a katalyticka tetrada Asn-Ser-Tyr-Lys. Cleny této nadrodiny jsou napf.
karbonylreduktasa (CBR1-3) nebo L-xylulosa reduktasa. CBR1-3 ma dilezitou roli

Vv metabolismu endogennich sloucenin 1 xenobiotik (Matsunga a kol. 2006).
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MDR nadrodina: Tato skupina zahrnuje skupinu alkoholdehydrogenas (ADH).

Ta se d¢li do nekolika tiid. Naptiklad ADHI je enzym zodpovédny za metabolismus
ethanolu v jatrech. ADH2 je jaterni enzym podilejici se na metabolismu ethanolu
a retinoidi. ADH3 je glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (Crosas a kol.
2001).

AKR nadrodina: Jsou to NAD(P)H-dependentni oxido-reduktasy, které

metabolizuji prostaglandiny, uhlovodiky, steroidy a dalsi endogenni aldehydy, ketony
a xenobiotika (Matsunaga a kol 2006). Struktura aldo-ketoreduktas je charakteristicka
svym uspotradanim alfa-helixti a beta-skladanych listi do tzv. (alfa/beta)8-soudkti (Jez

a kol. 1997).

2.4.1.3 Hydrolytické enzymy

Enzymové hydrolyze podléhaji endogenni i exogenni latky, hlavné estery,
thioestery, epoxidy, glykosidy, amidy, aminy, peptidy, bilkoviny a nukleové kyseliny.
Nejcastéji se jedna o adici vody na estery, amidy a epoxidy. Také nékteré metabolity
druhé faze biotransformace (napt. konjugaty s glutathionem, sulfatem, Kkyselinou
glukuronovou) mohou byt hydrolyzovany zpét na ptivodni 1é¢ivo. Parazité jsou velmi
dobfe vybaveni esterasami, zahrnujicimi také fosfatasy, které hydrolyzuji

nitrofenylfosfaty a organofosfaty (Cvilink a kol. 2009a).

2.4.2 Enzymy faze II biotransformace

Pii druhé fazi biotransformace dochazi ke konjugacnim reakcim. Enzymy
katalyzujici tyto reakce jsou nejCastéji transferasami, napf. glutathion-S-transferasy
(GST), UDP-glukuronosyltransferasy (UGT), sulfotransferasy, N-acetyltransferasy nebo
methyltransferasy. AZ na vyjimky (methylace) jsou vysledné konjugaty hydrofilngjsi
nez puvodni latky, a tak mohou byt rychleji vylou¢eny z organismu (Jancova
a kol. 2010). Narozdil od savct je o druh¢ fazi detoxikace u helmintti zvefejnéno jen par
¢lankd, s vyjimkou glutathion-S-transferasy. Ostatni enzymy jsou ve vyzkumech
zanedbavany (Cvilink a kol. 2009a).

2.4.2.1 Glutathion-S-transferasa

Tyto enzymy jsou dimery, kde kazdy monomer ma vazebné misto pro
gluthathion (G-site) a vazebné misto pro vodik (H-site) (Barrett 1997). Ve srovnani

s mikrosomy je u tasemnic 95% aktivity GST zaznamenano v cytosolu (Brophy, Barrett
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1990). Dle enzymatickych vlastnosti a N-terminalni aminokyselinové sekvence se GST
de€li do osmi skupin: Alfa, Kappa, Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta a Omega. VSechny patii
do nadrodiny rozpustnych GST. Kromé této existuje jest¢ MAPEG nadrodina
(membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism). Enzymy
ztéto skupiny jsou zapojené v metabolismu arachidonové kyseliny (Jancova

a kol. 2010)

2.4.2.2 Methyltransferasa

Dalsi konjugaéni ¢innost u nékterych zkoumanych druhii helmintti vétSinou neni
spojena s metabolismem cizorodych latek, ale spiSe s metabolismem latek
fyziologického charakteru (Cvilink a kol. 2009a).

Methylace jako jedna z moznych metabolickych cest xenobiotik u helmintd byla
poprvé zaznamenana u motolice kopinaté (Dicrocoelium dendriticum). V ex vivo
experimentech byly u tohoto parazita ve druhé fazi biotransformace objeveny
methylestery redukovaného FLU a redukovaného MBZ. Byla to hlavni a jedina
metabolicka cesta ve druhé fazi biotransformace. Enzymy ucastnici se na methylaci se
zdaji byt selektivnimi, protoze ABZ methylovan nebyl. Kromé toho oba nalezené
derivaty nebyly methylovany stejnym zpiisobem. Redukovany FLU byl metabolizovan
na dva rizné monomethylované derivaty s funkéni skupinou v odlisnych pozicich. U
redukovaného MBZ byl nalezen jeden dimethylovany metabolit. Monomethylované
metabolity MBZ, stejné¢ jako methylované derivaty parentnich 1é¢iv FLU a MBZ
nalezeny nebyly. D. dendriticum ma také pravdépodobné enzymatické systémy schopné
syntetizovat S-adenosylmethionin, ktery se uplatiiuje jako kofaktor pti methylacich u
savctu (Cvilink a kol. 2009b).
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Obr. 6. Schéma tvorby methylovanych derivati za pomoci SAM
(S-adenosylmethioninu), ktery se demethyluje na SAH (S-adenosylhomocystein)
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2.4.3 Faze 111 biotransformace

Za treti tazi biotransformace se povazuje transport xenobiotik a jejich metaboliti
ven zbunék. Opacny jev, transport do bunc¢k se nazyva faze 0. Transportéry,
membranové vazané proteiny prenasejici latky pfes membrany, jsou dilezitym ¢lankem
Vv detoxikaci xenobiotik. Cilem vyzkumu se castéji stavaji ptfenaSeCe exportujici
cizorod¢ latky, protoze hraji diilezitou roli pti vzniku rezistence.

Hlavni rodinou exportujicich transportéri jsou ABC pienasece (ATP-binding
cassette). Tyto prenaseCe se nachazeji ve vSech buiikach, vSech tfid organismii od
mikrobil po ¢loveka. ABC pienasece zprostiedkovavaji aktivni pfenos jak lipofilnich,
tak hydrofilnich metabolitli a konjugati ven z buiiky. NejznaméjsSim transportérem je
metabolismu xenobiotik.

ABC transportéry byly nalezeny i u mnoha ttid Cervl. Prvni popsany Pgp
u Cervi byl zjistén u had’atka obecného (Caenorhabditis elegans). Dale pak byly
nalezeny u nékolika motolic (Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica) a také hlistic
(Haemonchus contortus) (Cvilink a kol. 2009a). Pfitomnost ABC transportéru

u tasemnic popsana zatim neni.

2.5 Metabolismus xenobiotik u H. diminuta

Redukéni a hydrolytické reakce jsou jako u ostatnich helminti 1 u tasemnic témi
hlavnimi reakcemi v prvni fazi biotransformace xenobiotik. Pfitomnost cytochromu
P450 ani cytochromu bs potfebnych k oxida¢nim funkcim se nepodafilo prokazat.
Obecné se o oxidacich u tasemnic vi velmi malo.

Experimenty dokazuji, Zze je H. diminuta schopna redukovat celou fadu
organickych substratii. Jako kofaktor redukénich reakci byva preferovan NADPH pied
NADH. Enzymové extrakty H. diminuta redukuji snadno aldehydy na alkoholy
(acetaldehyd, glyceraldehyd, p-nitrobenzaldehyd). U ketoni (aceton, butanon) za ucasti
kofaktoru NADPH i1 NADH nebyla zaznamenana u tasemnice Zzadna redukce.
V homogenatech byl také redukovan azobenzen, c¢imzZz se potvrdila aktivita
azoreduktasy. Aktivita nitroreduktasy nebyla na substratech p-nitrosoanisolu
a-nitrobenzoové kyseliny prokazdna. Ale pii pokusu se timto zplisobem prokazala
aktivita nitroreduktasy v potkanich jatrech. Redukce disulfidické vazby probéhla u
oxidovaného gluthathionu. U cystinu byla redukce negativni (Munir, Barrett 1985).
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Z hydrolytickych enzymu byla zaznamenana aktivita fosfatas, N-deacetylasy
a esteras. U O-deacetylasy a sulfatasy nebyla zjiSténa Zzadnd aktivita. Pomoci
a-glykosidasy a [-glykosidasy je schopna H.diminuta hydrolyzovat alfa a beta
glykosidy. Aktivita B-glukuronidasy zaznamenana nebyla (Munir, Barrett 1985).

U druhé faze biotransformace jsou hlavni skupinou enzymul glutathion-S-
transferasy. Z helminti je pravé u tasemnic popsana jejich nejvétsi aktivita (Barrett
1997). Nejvice GST je v cytosolu. V porovnani s mikrosomy je v cytosolu zaznamenana
95% aktivita GST. Z cytosolu byly izolovany &tyfi formy. Zadna z nich nevykazuje
aktivitu ke kumenhydroperoxidu, substratu sav¢i rodiny GST Alfa. A také vici
ethakrynové kyselin€, substratu Alfa a Pi rodin. Experimenty vSak ukdzaly nizkou
aktivitu enzymu H. diminuta viéi substratu Mu rodiny, trans-4-fenylbuten-2-onu. Zda
se, Ze existuje podobnost mezi GST tasemnice H. diminuta a savéi rodinou GST Mu
(Brophy, Barrett 1990).

2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokotué¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) je v soucasné dobé jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metod,
ktera nachdzi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy léCiv. Délena smés se
rozpusti ve vhodném rozpoustédle a absorbuje se na stacionarni fazi, nejcastéji oxid
hlinity nebo silikagel. Mobilni faze (MF) poté postupné vymyva jednotlivé slozky
s riznym &asovym odstupem. Cas potiebny k eluci slouéeniny je zavisly na jeji polarité.
HPLC umoziuje kvalitativni i1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek. K dalsim
vyhoddm patii citlivost (v zavislosti na pouzitém detektoru), potieba minimalniho
mnozstvi vzorku, moznost automatizace a univerzalni pouziti. Lze takto analyzovat
latky polarni, nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni, latky o velké molekulové
hmotnosti nebo molekuly s nabojem. Mezi vyhody miizeme pocitat i moznost zmény
sloZzeni mobilni faze a tim zlepSeni separace. Tento proces nazyvame gradientova eluce
(Klimes a kol. 2008).

Metodu HPLC miizeme realizovat na tzv. normalnich fazich, kdy je stacionarni
faze polarn€jsi nez mobilni, nebo na reverznich fazich (RP HPLC), kde je tomu naopak.
Strukturalni zmény vyvolané pii biotransformaci ve vétSiné ptipadti vedou ke zvySeni
polarity metabolitt, proto se vyuziva ¢ast&ji RP HPLC (Hol¢apek a kol. 2008).

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni (elucni) Cas tgr. Je to

¢as od nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. Shoda tg piku
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1é¢iva ve vzorku a tg standardu je dikazem totoznosti. Kvantitativni charakteristikou
v HPLC je plocha chromatografického piku (Klimes a kol. 2008).

Pted vlastni HPLC analyzou je zpravidla nutné 1€¢ivo a jeho metabolity izolovat
a to nejcasteji extrakci do vhodného organického rozpoustédla. Extrakéni metody, které

jsem pouzival pii experimentech, jsou popsany v experimentalni ¢asti.

2.6.1 Detektory

Existuje mnoho zpusobu detekce latek. Nasleduje popis nejbéznéjsich detektort.
Hlavnimi pozadavky na HPLC detektory jsou vysoka citlivost, rychla odezva, nizka
hladina Sumu. Detekce by méla byt co nejméné ovlivnitelna vnéjSimi vlivy jako je

zména teploty nebo typu rozpoustédla (Niessen 2006).

Spektrofotometricky detektor

Je to nejCastéji pouzivany detektor pii HPLC analyze léCiv. Proméiuje
absorbanci elektromagnetického zafeni urcit¢é vlnové délky slozkami eludtu
protékajiciho celou detektoru. K detekci se vyuziva predevS§im UV oblast spektra.
V praxi se tedy vyuzivaji predev§im UV detektory s fixni vinovou délkou (nejcastéji
254 nm nebo 280 nm, pii nichz absorbuje vétsina 1éCiv). Tento typ se vyznacuje

citlivosti 10° — 107 g.mI™ a 1ze jej pouzit i pii gradientové eluci.

Fluorimetricky detektor

Svyhodou se vyuzivd, kdyz analyzovand latka (rozkladny produkt nebo
metabolit) vykazuje fluorescenci. Latky, které tuto vlastnost nemaji, lze vhodnymi
¢inidly pfevést na fluoreskujici derivaty. Detektor je tedy méné univerzalni, ale citlivejsi

(10° - 10" g.mI™).

Refraktometricky detektor

Je prakticky univerzalni, vyhodnoti jakoukoliv latku. Méti rozdilny index lomu
mezi Cistou mobilni fazi a eluatem vytékajicim z kolony, obsahujicim analyzovanou
latku. Nevyhodou je nizkéd citlivost (10'6 g.ml'l), nutnost termostatovani (odezva

detektoru je zavisla na teplot€) a nelze jej pouzit pii1 gradientové eluci.
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Elektrochemické detektory

Tento typ detektoru nachazi uplatnéni pfi hodnoceni 1é¢iv u nichz lze vyuzit d&ju
souvisejicich s elektrochemickou reakci probihajici na rozhrani elektroda — eluent.
Elektrochemicka veli¢ina je zdvisla na koncentraci analyzovaného lé¢iva. DéEli se na
voltametricky, amperometricky a polarograficky detektor. Jsou zna¢né citlivé, ale nelze

je pouzit pii gradientové eluci (Klimes a kol. 2008).

Hmotnostni spektrometr

V posledni dobé¢ je velmi Casto vyuzivan jako detektor hmotnostni spektrometr

(MS). Vice o tomto detektoru v kapitole hmotnostni spetrometrie (2.7)

2.7 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda slouzici k pfevedeni molekul na
ionty a jejich rozliSeni dle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému zaznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontti (hmotnostni spektrum) (Niessen 2006).

MS se sklada ze tii zdkladnich ¢asti a to z iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. Minimaln¢ posledni dvé jmenované ¢asti jsou umistény ve
vysokém vakuu, které zajiStuje vysokou piesnost méfeni. Mezi dalSi soucésti patii
vakuovy systém, sonda pro zavadéni vzorki, iontova optika slouzici k urychleni
a fokusaci iontll, pocita¢ na ovladani a ladéni pfistroje, sbér a ukladani dat a porovnani

spekter (Hol¢apek 2012a).

T
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: o Hmotnostni
vzorek lontovy zdroj : analyzator Detektor
|
|
(vakuum) l vakuum

Obr. 7. Schéma hmotnostniho spektrometru (HolCapek 2012a)

Nasleduje podrobnéjsi popis zakladnich ¢asti MS, ktery jsem pouzival pfi svych
pokusech.

23



2.7.1 Tontovy zdroj

Iontovy zdroj slouZzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice.
Existuji nasledujici ionizacni techniky: chemicka ionizace (CI), ionizace polem (FI),
elektronova ionizace (EI), ionizace urychlenymi atomy (FAB), ionizace termosprejem
(TSI), chemickéd ionizace za atmosférického tlaku (APCI), ionizace elektrosprejem
(ESI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), ionizace za ucasti matrice
(MALDI).

Hmotnostni spektrometr, na kterém jsem pracoval, vyuzival ionizaci
elektrosprejem. Jedna se o Setrnou ionizacni techniku. ESI probihd za atmosférického
tlaku. Je vhodna k analyze biomakromolekul i malych molekul. Pribéh ionizace je
naznaCen na obrazku 8. Analyt, ktery je rozpustén ve vhodném eluentu, se pfivede
kovovou kapilarou do iontového zdroje. Vznikajici kapi¢ky po rozpraSeni za pomoci
zmlzujiciho plynu (N2) nesou na vystupu z kapilary na povrchu velké mnoZstvi naboju.
Odpatovanim rozpoustédla dochazi ke zvySeni hustoty povrchového naboje. Pfi
dosaZeni kritické hodnoty dochdzi k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpadu na jesté
mensi kapicky s rozdélenim ptvodnich naboji. Opakovani tohoto procesu vede az
K uvolnéni protonované ¢i deprotonované molekuly z jejiho povrchu. ESI je nejcastéji

uzivana pro spojeni HPLC-MS (Hol¢apek 2012b).
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Obr. 8. Schéma ionizace elektrosprejem (Holcapek 2012b)

2.7.2 Hmotnostni analyzator

Funkci hmotnostniho analyzatoru je rozdé€leni iontd podle jejich m/z. Umistény

je za iontovym zdrojem. Molekuly jsou jiz pfevedeny na ionty. Rozlisujeme tyto druhy:
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magnetické analyzatory, kvadrupoly, iontové pasti, analyzatory doby letu
a iontovou cyklotronovou rezonanci.

Iontova past (IT) se sklada ze dvou koncovych a jedné kruhové elektrody. lonty
jsou pulzné ptivadény do pasti a vhodnymi poméry stiidavého a stejnosmérného napéti
vloZenymi na elektrody jsou V pasti zadrzeny. Postupnd zména téchto napéti je poté
podle jejich m/z vypudi vystupnim otvorem na detektor. Pfi vyuziti IT jsou do
analyzatoru dodévany dva plyny. Dusik jako nosny plyn se zavadi do zdroje. Helium
jako tlumici plyn se zavadi pfimo do pasti, kde stabilizuje trajektorii iontd. Schéma IT je
zobrazeno na obrazku 9 (Holcapek 2012c, Niessen 2006).

Velkou vyhodou je moznost tandemové hmotnostni spektrometrie (MS").
Vybrany iont je zadrzen v pasti a v§echny ostatni jsou odstranény. Poté dojde ke kolizni
aktivaci s atomy helia pfitomnymi v pasti a tim i fragmentaci iontu (MS?). Fragmenty
jsou nasledn¢ zaznamenany. Stejnym zplsobem muzeme dale pokracovat na MS?2,
Citlivost detekce a Zivotnost iontd nds omezuje na analyzu MS®°, coZ pro strukturni

analyzu pln¢ postaCuje. Proces je automatizovan (HolCapek 2012c).

Vstupni a vystupni
kruhové elektrody
Oblast

iontoveé pash
k /

\
lontovy zdroj * Elektronovy
nasobié

Prstencova stfedova elektroda

Obr. 9. Schéma iontové pasti (Hol¢apek 2012c¢)

2.7.3 Detektor

Detektor slouzi k detekci iontll po jejich separaci podle m/z a k urceni relativni
intenzity jednotlivych iontii. Nejpouzivanéj$imi jsou Faradayova klec, elektronovy nasobic
a fotonasobic.

Pro zpracovani dat byly vyvinuty specialni softwary pro identifikaci metabolit.
Analyzy by mély byt provedeny v pozitivnim i negativnim modu pro zjisténi detekce
kyselych a bazickych metabolitd. Hmotnostni spektra jsou uvadéna v normalizovaném

stavu, tzn. nejintenzivnéjsi pik spektra ma relativni intenzitu 100% a intenzity ostatnich
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se dopocitaji. Priklad spektra je uveden na obrazku 10. Osa y znaci relativni intenzitu

v %, osa x pak pomér hmotnosti a naboje (Hol¢apek kol. 2008).
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Obr. 10. Hmotnostni spektrum v reten¢nim ¢ase 9,59-9,85. Dominantni ion o m/z 282

patfici ABZ.SO. Na ose x pomér hmotnosti a naboje, na ose y relativni intenzita.

2.8 Spojeni LC/MS

Predpokladem pro uspésné spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho
spektrometru je odstranéni mobilni faze. Zpocatku se izolovaly jednotlivé frakce
z HPLC kolony, nasledovalo odstranéni MF a poté se analyt pfenesl do MS. Tento
proces byl nahrazen pfimym spojenim, kdy se MF odstrani proudem susSiciho plynu a
vysokou teplotou kapilary (Holcapek kol. 2008). LC/MS se stava rutinni analytickou
metodou s obrovskym polem puisobnosti (identifikace reakénich produktii a nedistot,
strukturni analyza organickych latek ve smésich atd.). Vyznamna je také moZnost
s vysokou citlivosti a selektivitou stanovit obsah léc¢iva v biologickém materialu.
Rozpoustédla pro LC/MS musi byt vzdy v nejvyssi mozné kvalité. Nejpouzivanéjsi
byvaji vodny methanol, acetonitril a ethanol. Jako aditiva maji pfednost t€kava ¢inidla
V co nejnizsi koncentraci jako je kyselina mravenci, octovd nebo amoniak (Niessen

2006).
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Spektra neni mozné porovnavat s knihovnou, protoze knihovny pro LC/MS
spektra vétSinou neexistuji. Vysledky se 1i§$i podle pouzité ionizac¢ni techniky,
pracovnich podminek 1 typu pfistroje. Spektra je tak nutné interpretovat manualné

(Holc¢apek 2008).

Obr. 11. Kapalinovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

Foto: Mgr. Ivan Vokial

2.8.1 LC/MS pii studiu metabolismu léciv

LC/MS je dilezitym nastrojem v identifikaci metabolitd 1é¢iv. Umoziuje
nejprikaznéjsi potvrzeni totoznosti na zdkladé shody retencnich ¢asli, molekulovych
hmotnosti, ptipadné spekter MS? (Klime$ 2007). Metabolity cizorodych latek maji, az
na vyjimky, vyssi polaritu a proto se s vyhodou pfi analyze 1é¢iv jako chromatograficky
systétm vyuziva reverzni faze. K ionizaci se nejCastéji vyuZzivaji Setrné ionizacni
techniky, naptiklad ESI nebo APCI (Niessen 2006). Pro tyto typy ionizace jsou
Vv pozitivnim médu charakteristickd spektra ionti [M+H]" doprovizena méné ¢astymi
adukty alkalickych kovii [M+Na]" a [M+K]". Zatimco v negativnim rezimu detekujeme
deprotonované molekuly iontt [M-H] (Hol¢apek a kol. 2008).
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V tabulce 1 a 2 jsou uvedeny ptiklady moznych reakci ve fazi I a Il metabolismu
cizorodych latek.

Tab. 1. Mozné reakce 1. faze biotranformace

Reakce ve fazi I metabolismu xenobiotik

Reakce A(Da*) A slozeni skupiny

Demethylace -14 -CH,
Dehydrogenace

-2 -H,
(Alkohol > aldehyd/keton)
Hydrogenace

ydarog 2 +H,

(Aldehyd/keton > alkohol)
Oxidace

+14 +0-H;

(alkohol > karboxylova kyselina)

Oxidace
+16 +0
(aldehyd > karboxylova kyselina)

"Da — Dalton (atomova hmotnostni jednotka)

Tab. 2. Mozné reakce II. faze biotranformace

Reakce ve fazi |1 biotransformace xenobiotik

Konjugacéni reakce A(Da) A sloZeni skupiny
Methylace +14 +CH,
Konjugace s glycinem +57 +C,H;0ON
Sulfatace +80 +S03
Konjugace s glutathionem +309 +C10H1606N3S

"Da — Dalton (atomov4 hmotnostni jednotka)
Identifika¢ni pfistupy jsou zaloZeny na skutecnosti, Ze si metabolity zachovavaji

podstatnou cast mateiské struktury. Jelikoz strukturu podévaného 1éCiva zpravidla

zname, mizeme tak nékteré metabolity ocekavat.
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3 CIL PRACE

Tato prace je soucasti grantového projektu ,,Vyvoj 1€kové rezistence u helminti
— mozné mechanismy a obrana®“ (GACR P502/10/0217). Cilem mé diplomové prace
bylo identifikovat a kvantifikovat metabolity vybranych anthelmintik u tasemnice krysi

(Hymenolepis diminuta). Hlavni cile vystihuji tyto body:

» Ziskani jedinct tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) z kone¢ného hostitele

potkana laboratorniho (Rattus norvegicus var. Alba, kmen Wistar)

» Sledovani metabolismu vybranych anthelmintik pomoci in vitro inkubace
subceluldrnich frakci (mikrosomy, mitochondrie, cytosol) tasemnice krysi

s anthelmintiky a vyhodnoceni vysledkit metodou HPLC a LC/MS

» Sledovani metabolismu vybranych anthelmintik pomoci ex vivo kultivace jedinct

H. diminuta v CO, inkubatoru v médiu s anthelmintiky a nasledné vyhodnoceni
metodou LC/MS

=  Porovnani in vitro a ex vivo metabolismu anthelmintik u H. diminuta
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

Acetonitril — Sigma-Aldrich (SA), for LC-MS CHROMASOLV®
Acetonitril — SA, CHROMASOLV® gradient grade, for HPLC, >99.9%
Albendazol — SA

Albendazolsulfoxid — Toronto Research Chemicals TRC

DMSO - Fluka

Flubendazol — Janssen Pharmaceutica (JP)

Mebendazol — JP

Medium RPMI-1640 — SA

Methanol — SA, for LC-MS

Methanol — SA, gradient grade, for HPLC, >99.9%

NADPH — Merck

NADH — Merck

Redukovany a hydrolyzovany flubendazol — JP

Redukovany a hydrolyzovany mebendazol — JP

Bézné chemikalie ¢Cistoty p.a. — Penta, Lachema

4.2 Pristroje

Analytické vahy Scaltec SBS 22

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

Concentrator Eppendorf 5301

Ctetka Biorad, Microplate Reader, model 550

Digitalni pH-metr Jenway LTD 3020

Laboratorni magnetickd michacka IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
Thermoblok s nastavcem Thermomixer Eppendorf
Ttepacka IKA MS2 Minishaker

Ultrazvukova lazen Tesla UC OO05 AJ 1

Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus Bandelin HD 2070
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Shimadzu 10 AVP
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4.3 Biologicky material

Zivotni cyklus tasemnice krysi je celkem sloZity a obsahuje mezihostitele. Pro
tento experiment byl pouzit potemnik moucny (Tenebrio molitor). Brouci byli chovani
ve sklenénych nadobach s vikem s pfistupem vzduchu. V nadobach, kde ptezivaly
1 larvy brouka, byla jako krmivo pouzita hrubozrnna Spaldovd mouka a krmivo pro
potkany. Do nadoby bylo broukiim také pfidano nékolik vétsich kust buniciny, které se
jednou za dva az tfi dny navlhCovaly. 24 hodin pted infikaci byli odebrani 4 brouci do
banky bez potravy a vody. Nasledujici den byl k broukiim pfidan trus od infikovaného
potkana. Nejvhodnéjsi je trus Cerstvy, aby nebyla vajicka vyschla. Z toho divodu byl
trus prubézné vlhcen. Po ¢trnacti dnech, kdy byl ptedpoklad, Ze se vyvinulo dostatek
cysticerkoidil, byla provedena na jednom broukovi pitva. Obsah pitvaného brouka se
rozptylil preparani jehlou v5 mM roztoku glukozy. JelikoZ infikace probéhla
pfirozené, byly pod stereolupou pozorovany desitky cysticerkoidu.

Byla vyzkouSena 1 jina cesta infikace neZ trusem nakaZenych potkanii. Nakazeni
bylo provedeno malymi kousky clank z konce tc€la tasemnice, kterd byla ziskana
z tenkého stieva potkana. Kousky byly pfidany do baiiky ke ¢tyfem brouktm, ktefi byli
pfedtim ponechéani den bez potravy a vody. Pitva po ¢trnécti dnech jednoho brouka
prokazala uspéSnou infikaci. Pod stereolupou bylo objeveno nékolik desitek
cysticerkoidii. Ob¢ metody infikace jsou tedy prakticky rovnocenné.

Ziskanymi cysticerkoidy byli infikovani dva potkani (Rattus norvegicus, var.
Alba, kmen Wistar). Oba potkani byli samci a vazili kolem 110 g. Nejprve byli uspani
v exsikatoru nasyceném éterem a poté nakazeni pomoci zalude¢ni sondy, ktera
obsahovala 8 cysticerkoid v 1 ml glukézového roztoku. Po aplikaci je potieba se
presvédcCit, zda-li neéktery z cysticerkoidii neulpé€l na sténé sondy. Po tiech tydnech se
vysetfil trus obou potkant. V trose vody byl trus rozptylen a pozorovan pod stereolupou.
V obou vzorcich byla pozorovana vajicka tasemnice. Vysetfeni prob&hlo jesté pred
pitvou pro potvrzeni pfitomnosti tasemnic.

Pied pitvou byli potkani nechani 24 hodin bez potravy. Potkani byli nejprve
uspani Vv exsikatoru nasyceném éterem. Usmrceni bylo provedeno dekapitaci ntizkami.
Byla vypreparovana tenka stfeva a proplachnuta pomoci pipety fosfatovym roztokem az
do uplného vyprazdnéni. Tasemnice byly tfikrat oplachnuty fosfaitovym pufrem
s fyziologickym roztokem (Phosphate Buffered Saline, PBS) s antibiotiky

a v laminarnim boxu pfendany do kadinky s RPMI. Potom byly tasemnice jednotlivé
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umistény do lahvicek s 5 ml média. Celkem bylo ziskano 10 tasemnic. Nékteré byly
pouzity okamzité¢ k ex vivo pokusu. Zbylé byly zmraZzeny v mraziku (-80°C) a poté

pouzity pro ziskani subcelularnich frakci.

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Priprava pufri, médii a roztokii

Draselnofosfatovy pufr

Bylo piipraveno 500 ml 0,025 M roztoku hydrogenfosfore¢nanu draselného
(navazka 1,7 g byla rozpusténa v redestilované vod¢). Za stalého michani a kontroly pH
byla pfidana koncentrovana kyselina mraven¢i a pH upraveno na hodnotu 3. Poté byl

roztok prefiltrovan.

Sodnofosfatovy pufr

Byly pfipraveny jednotlivé slozky: 1000 ml 0,1 M roztoku dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 35,8 g Na,HPO, 12H,0) a 250 ml 0,1 M
roztoku dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 3,9 g NaH,PO,-2H,0). Za
stalého michani a kontroly pH na pH-metru byly roztoky slévany az bylo dosazeno

pozadované hodnoty pH 7,4 a byl ptipraven 0,1 M sodnofosfatovy puft.

Zivné médium

K médiu RPMI 1640 (Sigma, R 7388) o objemu 500 ml byl v laminarnim boxu
sterilné pfidan 1 g hydrogenuhli¢itanu sodného a 5 ml roztoku antibiotik. Médium bylo
7 minut sterilné probublavano pneumoxidem (smés 95% O, a 5% CO,), aby bylo

dosazeno pH 7,4.

Fosfatovy pufr s fyziologickym roztokem (PBS)

Rozpusténim jedné tablety Phosphate Buffered Saline ve 200 ml redestilované

vody vznikne roztok o koncentraci PBS 0,01 mol/I. Bylo ptipraveno 800 ml PBS.

Roztok antibiotik

Do sterilni kddinky bylo navazeno 120 mg penicilinu a 200 mg streptomycinu.
V laminarnim boxu byla antibiotika rozpusténa ve 20 ml sterilni redestilované vody.

Roztok byl prefiltrovan pres bakterialni filtr.
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PBS s antibiotiky
K 200 ml PBS byly ptidany 4 ml roztoku antibiotik.

Médium s 1é¢ivem

K ziskani koncentrace 10 uM FLU a MBZ bylo v plastové zkumavce k 15 pl
zasobniho roztoku pfidano 15 ml média RPMI. Slepy biologicky vzorek byl pfipraven
smichanim 15 ul DMSO a 15 ml média RPMI.

Roztoky pro ex vivo inkubaci

10 mM FLU — Bylo pfipraveno 500 pl roztoku rozpusténim 0,00157 g FLU v 500 pl
DMSO

10 mM MBZ - Bylo piipraveno 500 pl roztoku rozpusténim 0,00147 g MBZ v 500 pl
DMSO

Roztoky pro in vitro inkubaci
1 mM ABZ.SO - K 1,4067 mg ABZ bylo pfidano Sml methanolu a pomoci ultrazvuku

rozpusténo
1 mM FLU - K1,5664 mg FLU bylo pfidino 5 ml DMSO a pomoci ultrazvuku
rozpusténo

0,7 mM FLU - K 1,0965 mg FLU bylo pfidano 5 ml DMSO a pomoci ultrazvuku

rozpusténo

0,5mM FLU - 500 pl 1 mM FLU bylo smichano s 500 ul DMSO

0,3mM FLU -99 ul 0,5 mM FLU bylo smichéno s 66 ul DMSO

0,2 mM FLU - 66 ul 0,5 mM FLU bylo smichano s 99 ul DMSO

0,1 mM FLU - 50 ul 0,2 mM FLU bylo smichano s 50 ul DMSO

1 mM MEB - K 1,4764 mg MBZ bylo pfiddno 5 ml DMSO a pomoci ultrazvuku

rozpusténo

0,7 mM MBZ - K1,0335 mg MBZ bylo ptfidano 5 ml DMSO a pomoci ultrazvuku

rozpusténo

0,5mM MBZ - 500 ul 1 mM MBZ bylo smichano s 500 pl DMSO
0,3 mM MBZ - 99 ul 0,5 mM MBZ bylo smichano s 66 ul DMSO
0,2 mM MBZ - 66 ul 0,5 mM MBZ bylo smichdno s 99 ul DMSO
0,1 mM MBZ - 50 ul 0,2 mM MBZ bylo smichano s 50 ul DMSO
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3 mM NADPH - 3,75 mg bylo rozpusténo v 1,5 ml redestilované vody. M,=833,35
g.mol™*
3 mM NADH - 3,19 mg bylo rozpusténo v 1,5 ml redestilované vody. M,=709,43

g.mol™

4.4.2 Stanoveni koncentrace bilkovin s vyuzitim BCA

Princip metody stanoveni koncentrace bilkovin v cytosolu je zalozen na reakci
proteintl s m&d’natymi ionty (Cu®*) v alkalickém prostiedi. V tomto prostiedi prechézi
méd na Cu’ ionty, které tvoii skyselinou bicinchoninovou (BCA) modrofialovy
komplex. Intenzita zbarveni je piimo uUmérnd mnozstvi bilkoviny. Absorbance
komplexu byla proméfovana na ¢teéee pii vinové délce 562 nm. Koncentrace bilkovin
ve vzorku byla ziskdna z kalibra¢ni pfimky. Pfed stanovenim byl pfipraven pracovni
roztok C, ktery byl smichan zroztoki A a B vpoméru 50:1. Roztok A obsahoval
NaHCO3;, Na,CO3; a BCA v 0,1 M NaOH. Roztok B obsahoval 4% roztok CuSO, - H,0.

Ke stanoveni kalibracni kiivky byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA)
v 1% koncentraci. Z tohoto zakladniho roztoku a redestilované vody se udélalo Sest
roztoki o zndmé koncentraci (viz. tabulka 3). Roztoky byly pfipraveny ve dvou
fedénich. Z kazdého tedéni byly pfipraveny ctyii paralelni vzorky, tzn. osm paralelnich
vzorkil pro kazdou koncentraci bilkovin. Pro stanoveni koncentrace bilkovin v CYT
byly frakce nafedény destilovanou vodou. Celkové se ptipravilo 500 pl obsahujici 50 pl
CYT a 450 pl redestilované vody. Opét byla pripravena dvé fedéni, ze kterych byly
pfipraveny Ctyii paralelni vzorky.

Stanoveni prob&hlo v mikrotitracni desticce. Do kazdé jamky bylo naneseno
10 ul vzorku bilkovin (roztoky BSA nebo cytosolova frakce) a 200 pl roztoku C. Do
slepych vzorkli bylo misto bilkovin napipetovano 10 pl redestilované vody. Roztok C
byl nanaSen multikandlovou pipetou. Inkubacni smés byla promichéna a inkubovéna pfi
37°C po dobu 30 minut. Hodnoty absorbance byly zméfeny pii 562 nm na c¢tecce
Biorad. Vysledné hodnota absorbance jednotlivych koncentraci a vzorku byla primérem
z 8 naméienych hodnot, od nichz se odecetl primér absorbance slepych vzorki.

Z kalibra¢ni piimky byla odectena koncentrace bilkovin v cytosolu.
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Tab. 3. SloZeni roztoki pro kalibra¢ni ptimku

Koncentrace BSA [ug/ml] Roztok 1% BSA [ul] Destilovana voda [ul]

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

4.4.3 In vitro biotransformace anthelmintik u H.diminuta

4.4 3.1 Inkubace subcelularnich frakei s ABZ.SO

Subcelularni frakce byly inkubovany s ABZ.SO. Jako koenzym byl pouzit
NADPH. Inkubacni smés o celkovém objemu 0,3 ml obsahovala 3 pl zdsobniho roztoku
1 mM ABZ v methanolu, 100 pl subcelularnich frakei (CYT, MIT, MIK), 100 ul
koenzymu NADPH a 97 ul 0,1 M sodnofosfatového pufru pH 7,4. Slepé biologické
vzorky obsahovaly misto anthelmintika 3 pl Cistého rozpoustédla a slepé chemické
vzorky obsahovaly misto biologickych frakei 100 ul sodnofosfatového pufru. VSechny
vzorky byly pfipraveny ve tfech paralelnich smésich. Vzorky byly pfed pfidanim
biologickych vzorkli umistény do ledu. Poté byly protiepany a inkubovany 30 minut pii
teplot¢ 37°C. UkonCeni inkubace bylo provedeno ochlazenim reakéni smési
Vv ledu na 0°C a piidanim 30 pl koncentrovaného amoniaku.

Ke vzorkiim bylo pfidano 0,7 ml octanu ethylnatého a byla provedena extrakce
kapalina-kapalina (L/L) do organického rozpoustédla tiepanim na ttepacce po 2 minuty.
Vzorky byly piesunuty do centrifugy a pii rychlosti 5000 ota¢ek za minutu se po tiech
minutach oddélila organickd vrstva. Pomoci pipety byla odebrana horni vrstva
a pfenesena do Cist¢é mikrozkumavky. Octan ethylnaty byl odpafen v koncentratoru
(45°C). Suché vzorky byly uchovany v chladu a temnu a pozdéji vyhodnoceny pomoci
HPLC.

Pokus byl proveden i s extrakci na pevné fazi (solid phase extraction, SPE).
Extrakce byla provedena dvéma metodami. Metoda A pro extrakci moznych kationtt,
metoda B pro pifipadné metabolity ve form¢ aniontd. V metodé A byl nejprve vzorek
okyselen. Na 1 ml vzorku bylo pfidano 1 pl 98% kyseliny mravenci. Poté byl vzorek
odstfedén pii 3000 otackach za minutu po 3 minuty. Extrakéni SPE-kolona (Oasis MCX
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Extraction Cartridges 1cc/30 mg) byla aktivovana promytim 1 ml ACN a 1 ml vody.
Poté byl na kolonu nanesen vzorek a byla promyta 1 ml 2% kyseliny mravenéi. Nakonec
byla kolona vymyta 1ml 4% vodného amoniaku v 80% ACN (v/v). U metody B byla u
vzorku zvySena bazicita. Na 1 ml vzorku bylo pfiddino 4 pl 25% amoniaku.
SPE-kolony (Oasis MAX Extraction Cartridges 1cc/30mg) byly aktivovany stejnym
zpusobem jako v metod€ B a poté byl nanesen vzorek. Kolona byla promyta 1 ml 2%
vodnym roztokem amoniaku a na konec byla vymyta 1 ml 2% kyseliny mravenci v 80%
ACN (v/v). Vsechny vzorky byly pii 45°C odpateny, uchovany v chladu a temnu a poté
vyhodnoceny pomoci metody LC/MS.

4.4.3.2 Inkubace FLU v cytosolu s riiznymi koenzymy

Abychom ziskali co nejveétsi mnozstvi metabolitti, byl pro kinetickou studii FLU
a MBZ nejprve ur¢en vhodnéjsi koenzym. Pro porovnéani byl pouzit koenzym NADH
a NADPH. Jako anthelmintikum byl pouzZit FLU v koncentraci 10 uM. Vzorky byly
provedeny ve Ctyiech paralelach. Slepé vzorky chemické i biologické byly provedeny ve
tfech paralelach. Inkuba¢ni smés o celkovém objemu 0,3 ml obsahovala 3 pl zasobniho
roztoku 1 mM FLU v DMSO, 100 pl CYT, 100 ul koenzymu NADPH nebo NADH
a 97 ul 0,1 M sodnofosfatového pufru pH 7,4. Slepé biologické vzorky obsahovaly
misto anthelmintika 3 pl ¢istého rozpoustédla a slepé chemické vzorky obsahovaly
misto CYT 100 upl sodnofosfatového pufru pH 7,4. Vzorky byly pied pfidanim
biologickych frakci umistény do ledu. Poté byly protfepany a inkubovany 30 minut pfi
teplot¢ 37°C. Ukonceni inkubace bylo provedeno ochlazenim reakéni smési
v ledu na 0°C a ptidanim 30 pl koncentrované¢ho amoniaku.

Extrakéni metodou byla extrakce L/L do organického rozpoustédla (kapitola
4.4.3.1). Vzorky byly odpateny pii 45°C. Suché odparky byly poté uchovany v chladu

a zméfeny na HPLC.

4.4.3.3 Inkubace cytosolu s FLU a MBZ

Cytosolova frakce byla inkubovana s FLU a MBZ v riznych koncentracich
(1, 2, 3,5, 7, 10 uM). Jako koenzym byl pouzit NADPH. Inkubacéni smés o celkovém
objemu 0,3 ml obsahovala 100 ul cytosolu, 100 ul koenzymu NADPH, 97 ul 0,1 M
sodnofosfatového pufru pH 7,4 a 3 ul riznych koncentraci FLU a MBZ. Slepé
biologické vzorky obsahovaly misto anthelmintika 3 pl rozpoustédla DMSO a slepé

chemické vzorky obsahovaly misto biologickych frakci 100 pl sodnofosfatového pufru
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pH 7,4. Slepé chemické vzorky byly provedeny ve dvou paralelnich smésich, ostatni
vzorky byly provedeny ve cCtyfech paralelach. Vzorky byly ptfed pfidanim frakci
umistény do ledu. Poté byly protfepany a inkubovany 30 minut pii teploté 37°C.
Ukonceni inkubace se provedlo ochlazenim reakéni smési v ledu na 0°C a piidanim 30
ul koncentrovaného amoniaku.

Ke vzorkim bylo pfidano 0,7 ml octanu ethylnatého a byla provedena extrakce
L/L do organického rozpoustédla, tiepanim na tiepacce po 2 minuty. Vzorky byly
pfesunuty do centrifugy pii rychlosti 5000 otacek za minutu po 3 minuty, aby se
odd¢lila organickd slozka. Pomoci pipety byla horni vrstva odebrana a pienesena do
¢isté mikrozkumavky. Octan ethylnaty byl odpafen v koncentratoru (45°C). Suché
vzorky byly uchovany v chladu a temnu a pozd¢ji vyhodnoceny pomoci HPLC.

4.4.4 EXx vivo biotransformace anthelmintik u H.diminuta

4.4.4.1 Inkubace Zivych tasemnic s MBZ a FLU

Pro inkubaci byla pfipravena média RPMI s léc¢ivy 10 uM FLU, 10 uyM MBZ
a médium pro slepy biologicky vzorek.

Po ocisténi (kapitola 4.3.) a hodinové inkubaci H. diminuta v prosttedi CO;
v médiu pii 37°C bylo v lamindrnim boxu odstranéno médium. Ke dvéma tasemnicim
bylo pfidano 10 ml roztoku s 1é¢ivy, k dvéma byl pfidan jen roztok média a DMSO pro
slepy biologicky vzorek. Kazdy z biologickych vzorkl byl ptifazen k jednomu lécivu.
Lahvicky s tasemnicemi byly umistény do CO; inkubdatoru, kde byly v prostiedi 5 %
CO; ptfi 37°C inkubovany. Jako chemické vzorky byly za stejnych podminek
inkubovany zkumavky se zbylymi médii. Inkubace trvala 24 hodin. Po 24 hodinach byly
odebrany z kazdé zkumavky a lahvicky tii vzorky po 1 ml. Vzorky byly zmrazeny
v mrazéku pii -24°C. Tasemnice byly tfikrat oplachnuty v PBS, zvazeny, umistény do
zkumavek a zmrazeny.

Extrakce vzniklych metabolitli byla provedena z vodné faze do organického
rozpoustédla. Vzorky i1 tasemnice byly rozmraZeny. K tasemnicim byla pfiddna voda
odpovidajici trojnasobku jejich vahy a byly zhomogenizovany ultrazvukovym
homogenizatorem. Od kazdého vzorku a homogenatu byly odebrany tfi paralelni vzorky
po 300 ul. Ke vzorkiim bylo postupné ptiddno 30 pl koncentrovaného amoniaku
a 700 pl octanu ethylnatého. Nasledné byly intenzivné tfepany na tfepacce 10 minut.

Poté byly vzorky pfendany do centrifugy a odstfedény pfii rychlosti 5000 otacek za
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minutu 3 minuty. U homogenatu byly vzorky v centrifuze jest¢ dalSich 5 minut o
rychlosti 10 000 otac¢ek za minutu. Horni vrstva byla pienesena do Cisté mikrozkumavky
a obsah byl odpafen v koncentratoru pii 45°C. Kromé& homogenatii z tasemnic byly
vzorky zakoncentrovany. To znamend, ze horni vrstvy ze tii paralel byly odebrany do
jedné mikrozkumavky, ve které byly postupné odpafeny. Vzorky byly uschovany

Vv chladu a temnu a pozdéji vyhodnoceny pomoci LC/MS.
4.4.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

4.45.1 Podminky HPLC pro stanoveni metaboliti ABZ.SO

Ke stanoveni byl pouzit chromatograf Shimadzu 10 AVP, ktery se sklada
z vysokoucinného cerpadla LC-10ADvp, autosampleru SIL-10ADvp, degaséru GT-154,
kolonového termostatu CTO-10Avp, spektrofluorimetrického detektoru RF-10AXL
(Aex=286 nm, Ag=306 nm), diode array detektoru SPD-M10Avp, fidici jednotky SCL-
10Awvp.

Vzorky byly pro stanoveni rozpustény v mobilni fazi o slozeni ACN : 0,025M
draselnofosfatovy pufr (pH=3) v poméru 35:65 (v/v). Pro stanoveni byla pouzita kolona
LiChroCART 250x3 mm s naplni LiChrospher 60 RP-select B (5 um). Teplota pfi
meéteni byla 25°C, tlak byl 14,4 MPa. Rychlost pritoku byla 0,5 ml/min. Standardy
ABZ, ABZ.SO a ABZ.SOO byly zakoupeny u firem Janssen a Toronto Research
Chemicals. Nastfik na kolonu byl 20 ul. Pro ovéfeni totoznosti je dulezitd shoda
retenCnich Casti a spekter standardu a zkouSené¢ho 1éCiva. Detekce byla provedena
pomoci fluorescenc¢niho detektoru. Retencni ¢asy, limity detekce a limity kvantifikace

jsou uvedeny v tabulce 4. Déleni jednotlivych 1é¢iv je vidét na obrazku 10.

Tab. 4. Retenéni casy (Ry), limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ)
albendazolu a jeho metabolitli

Lécivo R¢ LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)

ABZ 15,2 35,9 108,9
ABZ.SO 4,7 6,3 19,2
ABZ.SOO 6,7 0,1 0,5
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Obr. 12. Chromatograficky zaznam déleni ABZ, ABZ.SO a ABZ.SOO.

4.4.5.2 Podminky HPLC pro Kkinetickou studii

Ke stanoveni koncentrace redukované¢ho FLU (FLU-R) a redukovaného MBZ
(MBZ-R) byl také pouzit chromatograf Shimadzu. Vzorky byly rozpustény v MF o
slozeni ACN : 0,025M draselnofosfatovy pufr (pH=3) v poméru 3:7 (v/v). VyuZita byla
kolona LiChroCART 250x3 mm s naplni LiChrospher 60 RP-select B (5 pm). Rychlost
pritoku MF byla 0,7 ml/min. Méfeni probihalo pii 25°C a tlaku 18,1 MPa. Nastiik na
kolonu byl 50 pl. Parentni latky byly detekovany UV detektorem, redukované
metabolity fluorescen¢nim detektorem.

Pomoci standardli o zndmé koncentraci byla sestrojena pétibodova kalibrace.
FLU, MBZ, FLU-R, MBZ-R a hydrolyzované derivaty obou 1é¢iv (MBZ-H a FLU-H)
byly kalibrovany na UV detektoru. Kviili niz§im koncentracim byl FLU-R a MBZ-R
kalibrovan 1 na fluorescen¢nim detektoru. Po¢atecni koncentrace standardi méfenych na
UV detektoru byla 3 pg/ml, na fluorescenénim 50 ng/ml. Rliznymi néstiiky (50, 25, 20,
10, 5 ul) bylo docileno riznych koncentraci. Odezva byla u obou detektor linearni.

Retencni ¢asy, LOD a LOQ jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6.

Tab. 5. Reten¢ni Casy, limity detekce a kvantifikace redukovanych metaboliti FLU a
MBZ na fluorescencnim detektoru

Lécivo R (min) LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
FLU-R 6,8 51,95 157,44
MBZ-R 55 53,93 163,43
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Tab. 6. Retenc¢ni Casy, limity detekce a kvantifikace FLU a MBZ a jejich metaboliti na
UV detektoru

Lécivo Rt (min) LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
FLU 20,6 51,95 157,44
FLU-R 6,1 53,93 163,43
FLU-H 51 16,38 49,50
MBZ 17,7 30,87 93,56
MBZ-R 54 11,71 35,48
MBZ-H 4,3 11,59 35,12

Time: 5.71017 Mnutes - Amplitude: 0.007378 \bhts
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Obr. 13. Chromatograf - déleni redukovaného FLU na fluorescen¢nim de

tektoru
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Obr. 14. Chromatograf - déleni redukovaného MBZ na fluorescenénim detektoru
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4.4.6 LC/IMS

4.4.6.1 Podminky LC/MS pro stanoveni metaboliti FLU, MBZ
a ABZ.SO

LC systém se skladal z pumpy Surveyor MS, autosampleru Surveyor, kolony
SymmetryShield RP 18 (2,1-100 mm, 3,5 pm). Slozeni mobilni faze se v pozitivnim
moédu skladalo z0,1% vodného roztoku kyseliny mravenci (v/v) a 0,1% roztoku
kyseliny mravenci v acetonitrilu (v/v) v poméru 9:1. Pro analyzu v negativnim médu se
MF skladala z0,1% vodného roztoku amoniaku (v/v) a 0,1% roztoku amoniaku
v acetonitrilu (v/v) v poméru 9:1. Tokova rychlost MF byla 120 plmin™, m&feni trvalo
25 minut, teplota kolony byla nastavena na 40°C.

Ptipojeny hmotnostni spektrometr vyuzival k ionizaci metodu elektrospreje, jako
analyzator obsahoval iontovou past. Ochrannym a pomocnym plynem byl dusik,
tlumicim plynem bylo helium. V tabulkach 7 a 8 jsou uvedeny optimalizované
parametry iontového zdroje a iontové optiky pro analyzu studovanych BZD. Jednotlivé
hodnoty jsou uvedeny v pozitivnim i negativnim modu. Zpracovani ziskanych dat bylo

provedeno pomoci softwaru Xcalibur (verze 1.2).

Tab. 7. Nastaveni parametru iontového zdroje

Pozitivni mod

Negativni mod

Spray voltage 5,3 kV -3,6 kV
Capillary voltage 3,0 kV -7,0 kV
Heated capillary temperature 200°C 200°C
Tube lens offset voltage 40V -15V
Sheath gas flow rate 20 arbitrary units 20 arbitrary units
Auxiliary gas flow rate 10 arbitrary units 10 arbitrary units
Tab. 8. Nastaveni parametrti iontové optiky
Pozitivni méd Negativni mod
Multipole 1 offset voltage 2,0V 05V
Lens voltage -16,0 V 18,0V
Multipole 2 offset voltage -6,5V 10,0 V
Multipole RF amplitude 550 V 400 V

41



Standardy parentnich latek byly rozpustény a vpraveny do hmotnostniho
spektrometru pratokovou rychlosti 5 ul-min’l. Koncentrace standardniho roztoku byla
1 pg anthelmintika na 1 ml. Studované vzorky byly pfipraveny ziedénim 100 ul MF.
Spektra byla pfi MS analyze zaznamenana v rozmezi m/z 50-600, u MS" pokusti byla
rozmezi rtiznd. MS" spektra byla méfena, abychom ziskali fragmenta¢ni vlastnosti
parentnich latek a tim si usnadnili interpretaci novych metabolitt. Nastiik na kolonu byl
20 pl u vSech provadénych analyz.

Data byla zpracovdna pomoci programu Metabolite [.D. software. Metabolity
byly hledany porovnanim analyzovanych vzorkii s jejich chemickymi a biologickymi
vzorky. Piky, které byly ptfitomné v analytech, ale chyb&ly ve slepych vzorcich, byly
podrobeny MS" analyze. Tato ziskana spektra byla porovnana z dostupnymi standardy

nebo s fragmentac¢nimi spektry z vysledkut jinych publikaci.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni bilkovin

Koncentrace bilkoviny v CYT Dbyla stanovena pomoci metody BCA. Od
absorbanci namétenych u standardii se odecetla primérna absorbance slepého vzorku.
Z primérnych hodnot byla sestrojena kalibracni pfimka (viz. obrazek 15) vyjadiujici
zavislost absorbance na koncentraci bilkoviny. Od absorbanci vzork byla odectena
primérnd absorbance slepého vzorku a pomoci kalibra¢ni piimky byla vypocitana
koncentrace proteinu. Vysledna koncentrace bilkoviny v cytosolu H. diminuta byla

stanovena na 3,13 mg/ml.
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Obr. 15. Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace bilkovin v cytosolu

5.2 In vitro biotransformace anthelmintik u H. diminuta

5.2.1 Inkubace subcelularnich frakci s ABZ.SO

Inkubovany byly subcelularni frakce (CYT, MIT, MIK) s ABZ.SO o koncentraci
10 uM. Po skonceni inkubace a L/L extrakci do organického rozpoustédla byly vzorky
analyzovany na HPLC. Po odecteni slepych vzorkii nebyly nalezeny zadné metabolity
ABZ.SO.

Inkubace byla opakovana s extrakci SPE a vzorky byly analyzovany na LC/MS.

ABZ.SO byl pozorovan pii m/z 282 a retencnim ¢ase 9,6 min. Po vyhodnoceni spekter
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vSech vzorki nebyly nalezeny Z4dné metabolity fdze I a II biotransformace. Oba
experimenty tedy ukazaly, Ze aktivni metabolit albendazolu ABZ.SO se ani v jedné

subcelularni frakci dale neoxiduje na ABZ.SOQ, ani se zpétné neredukuje na ABZ.

5.2.2 Inkubace FLU v cytosolu s riznymi koenzymy

Inkubovan byl CYT sFLU o koncentraci 10 pM. Jako koenzymy
dehydrogenas/reduktas byly pouzity NADH a NADPH. Po skonceni inkubace a extrakci
L/L do organického rozpoustédla byla provedena analyza na HPLC.

Flubendazol byl pozorovan v reten¢nim ¢ase 20,6 min a redukovany flubendazol
v ¢ase 6,1 min. Hodnoty z HPLC byly pfevedeny na aktivitu enzymu a vysledek byl
vztazen na jednotku bilkoviny. Tim jsme dostali specifickou aktivitu. Porovnani téchto

aktivit je na obrazku 16.
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Obr. 16. Specificka aktivita koenzymi NADPH a NADH

5.2.3 Inkubace cytosolu s FLU a MBZ

Anthelmintika FLU a MBZ byla inkubovana s cytosolem v riznych
koncentracich (1, 2, 3, 5, 7, 10 uM). K méfeni byla pouzita metoda HPLC. Data z HPLC
byla pievedena na aktivitu (nmol/l/min). Na interpretaci vysledk byla pouzita rovnice
dle Michaelise-Mentenové. Z této rovnice vyplyvaji zakladni kinetické parametry
zdanliva maximalni rychlost (V' max) a zdanlivda Michaelisova konstanta (K'rm). V'max
urCuje rychlost tvorby produktu pfi maximalni saturaci substratu enzymem. Ky, je

definovana jako konstanta polovi¢ni saturace enzymu a vyjadiuje koncentraci substratu,
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pfi niz reakce probihd polovinou maximalni rychlosti. Pomérem téchto parametrii

dostaneme enzymatickou t¢innost (Cliy) tzv. vnitini clearance. Hodnoty jednotlivych
parametrd jsou uvedeny v tabulce 9.

Tab. 9. Kinetické parametry pii redukci MBZ a FLU

Lé¢ivo V max (nM-min™) K'm (M) Cline (Min™)
FLU-R 1,6 £0,2 7,72 +2,1 0,00021
MBZ-R 32,46 £8,1 57,52+ 16,6 0,00056
V’max — zdéanlivd maximdlni rychlost, Ky, — zdanlivd Michaelisova konstanta,

Cliyt— vnitini clearance.

6-

rychlost tvorby MBZ-R
[NM.min™]

O 1 1 1
0 5 10 15

koncentrace MBZ [uM]

Obr. 17. Graf kinetiky redukce MBZ v cytosolu u H. diminuta
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Obr. 18. Graf kinetiky redukce FLU v cytosolu u H. diminuta
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5.3 Ex vivo biotransformace anthelmintik u H. diminuta

M¢feni byla provedena s vyuzitim LC/MS vV pozitivnim i negativnim modu.
V pozitivnim modu byla sila signalu pfiblizné Ctyfikrat vyssi nez u modu negativniho,
ve kterém nebyly zjiStény zadné aniontové metabolity. VSechny vysledky méteni
zminované nize jsou z modu pozitivniho. Retenéni Casy, m/z a fragmenty metabolitil

zjistény analyzou MS" jsou shrnuty v tabulce 10.

Tab. 10. MS" spektra a retenéni ¢asy (Ry) detekovanych metaboliti FLU a MBZ

Metabolit R: m/z  MS"  Vzniklé ionty Kolizni
(min) (m/z, relativni intenzita %) energie (%)
FLU-R 10,2 316 MS* 284(100), 160(1), 125(1) 40
MFLU-R1 11,2 330 MS? 298(100) 40
298  MS® 97(2), 123(2), 125(4), 174(20), 40
280 (4), 298 (100)
MFLU-R2 12,2 330 MS? 270(100), 273(6), 298(62), 40
330(15)
298 MS® 270(100) 40
270 MS* 97(16), 146(87),  252(16), 40
270(100)
MBZ-R 96 298 MS?* 266(100), 160(1) 40

5.3.1 LC-MS" analyza metaboliti FLU

FLU jako parentni latka mél retencni Cas 14,4 min a m/z 314. Pfi analyze jeho
metabolitli byl objeven jediny metabolit faze I biotransformace. Zjisténa latka méla R
10,2 min a m/z 316. Na zaklad& porovnani retencnich &asii a spekter MS? se standardem
byl metabolit identifikovan jako redukovany flubendazol (FLU-R). Typickym
produktem pii MS? spektru byl fragment s m/z 284.

Dalsimi objevenymi metabolity byly dva ionty s m/z 330 v reten¢nich ¢asech
11,2 min a 12,2 min. V obou piipadech byl po provedeni MS? ziskan iont s m/z 298,
ptvodni iont tedy =ztratil 32 jednotek (methanol). Toto Stépeni je pro BZD
charakteristické. Porovnanim spekter MS® a MS* s fragmenta¢nimi schématy

methylovaného FLU-R publikovanych Cvilinkem a kol. (2009b) bylo ptedpokladano, ze
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jde o stejné latky. Vznikaji tedy dva methylované metabolity faze II biotransformace.
Metabolity se od sebe 1isi methylovanym mistem. V jednom piipad¢ jde o methylaci na
benzimidazolovém jadie (C-methylace), u druhého metabolitu dochazi k methylaci
karbamoylové ¢asti molekuly (N-methylace). Vsechny vznikajici metabolity FLU jsou

zobrazeny na obrazcich 19 a 20.
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Obr. 19. Flubendazol a jeho redukovany metabolit
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Obr. 20. Redukovany flubendazol a dva methylované metabolity
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Obr. 21. Hmotnostni spektrum v retenénim ¢ase 11,05-11,43. lont s m/z 330 patii
methylovanému redukovanému flubendazolu. Na ose x pomér hmotnosti a naboje,

na ose y relativni intenzita
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Obr. 22. Hmotnostni spektrum v retenénim ¢ase 12,03-12,41. lont s m/z 330 patii
methylovanému redukovanému flubendazolu. Na ose x pomér hmotnosti a naboje,

na ose y relativni intenzita

5.3.2 LC-MS" analyza metabolita MBZ

Mebendazol je strukturné velmi podobny flubendazolu. Lisi se pouze absenci
fluoru na benzenovém jadie. Pii identifikaci byla tudiz ocekdvana podobna
metabolizace. MBZ sm/z 296 se jako parentni latka eluoval v case 13,8 min.
Metabolitem faze I biotransformace byl zjiStén iont o m/z 298 a retenénim casem 9,6
min, ktery byl identifikovan jako redukovany mebendazol (MBZ-R). ldentita byla
potvrzena shodou retenéniho Gasu a spekter MS? standardu MBZ-R. Hlavni iont pfi
analyze MS? byl pozorovan pii m/z 266, stejné jako v pripadé flubendazolu se jedna o

ztratu 32 jednotek. Redukovany metabolit je znazornén na obrazku 23.
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Obr. 23. Mebendazol a jeho redukovany metabolit
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6 DISKUSE

Helmintézy, nemoci zplusobené parazitujicimi cCervy, predstavuji jednu
Z nejrozsifenégjSich pticin ohroZeni zdravotniho stavu hospodatskych, domacich 1 volné
zijicich zvitat. Chovatelim hospodaiskych zvifat pusobi tyto nemoci znacné
ekonomické ztraty, samotnym zvifatim pak velké zdravotni problémy a pfedcasnou
smrt. Jedinym doposud vSeobecné dostupnym prostiedkem v boji s helminty je
farmakoterapie a farmakoprofylaxe s vyuzitim vhodnych anthelmintik. Situaci vSak
komplikuje skutecnost, Ze pocet dostupnych 1éCiv je relativné velmi maly a b&hem
uplynulych desetileti se znacné snizila jejich ucinnost. Parazité si totiz postupné
vytvofili mechanismy, kterymi se Uispé$né brani toxickému puisobeni anthelmintik a tak
se V poslednich desetiletich 1ékova rezistence mnohych druhi ¢ervi stala celosvétovym
problémem (Sangster 1999).

V mé diplomové praci byl sledovan metabolismus vybranych anthelmintik
u tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta). Prace je zamétena na identifikaci metabolitd
FLU, MBZ a ABZ.SO za pomoci inkubace in vitro s riznymi subcelularnimi frakcemi
a kultivaci tasemnic ex vivo v CO, inkubatoru vmédiu s FLU a MBZ. Jelikoz
detoxikace neni u tohoto helminta pfili§ prozkoumana, bylo snahou v této praci nékteré
informace o detoxikaci doplnit.

Soucasti prace byl také chov tasemnic a jejich ziskavani z kone¢ného hostitele.
Jako mezihostitel byl pfi chovu tasemnic pouzit dospély brouk potemnik moucny
(Tenebrio mollitor). Larvy nejsou Kk infikaci vhodné, protoze onkosféry tasemnice Spatné
pronikaji sténou stieva (Voge, Graiwer 1964). Na infikaci byly pouzity dvé metody.
Nejprve byli brouci infikovani potkanim trusem s vajicky H. diminuta. Druhou moznosti
bylo podani malych ¢lankt z konce téla tasemnice, ktera byla ziskana z tenkého stieva
potkana. Zralé cysticerkoidy se v broucich vyvijeji po 10 dnech (Andreassen a kol.
1999). Za c¢trnact dni se z vybranych jedinci potemnikli podafilo ziskat desitky
cysticerkoidii. Obé metody jsou tedy vhodné k infikaci. Potkani byli infikovani osmi
cysticerkoidy. Tim se zajistila dostatecna vytéznost a pfimétena velikost tasemnic. Pii
infikaci 1-20 cysticerkoidy je primérna vytéznost 100-65%. Cim je podet cysticerkoidi
vetsi, tim se snizuje vytéznost, ale 1 produkce vajicek jednotlivych tasemnic
(Hesselberg, Andreassen 1975). Po tfech tydnech byl vysetfen trus potkant. Nalezeni
vajicek potvrdilo uspésné nakazeni. Dospé€lé tasemnice tak bylo mozné izolovat ze stiev

a pouzit je k experimentiim.
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Nejprve byla provedena in vitro inkubace s 10 uM ABZ.SO se subcelularnimi
frakcemi (CYT, MIT, MIK). Detekce metaboliti byla provedena na HPLC s UV
detektorem nebo s hmotnostnim spektrometrem. ABZ.SO jako aktivni metabolit ABZ
vznika u fady helminti napf. Ascaris suum, Moniezia expanza, Fasciola hepatica.
Oxidace ABZ byla u téchto helmint pozorovana piedevsim v MIK (Solana a kol.
2001). U F. hepatica byla zaznamenana i dal$i oxidace na ABZ.SOO (Robinson
a kol. 2004). U tasemnice ov¢i (Moniezia expanza) se ABZ.SO, za pouziti jako parentni
latky, redukuje zpét na ABZ (Solana a kol. 2001). U H. diminuta v mych experimentech
nebyl pfi pouziti analytické metody HPLC a velmi citlivé LC/MS nalezen zadny
oxidovany (ABZ.SOO) nebo redukovany (ABZ) metabolit. Také u F. hepatica a D.
dendriticum nebyla prokazana redukce ABZ.SO na ABZ (Solana a kol. 2001)
Detoxikace ABZ je tedy u helmintt rizna.

Hlavni cestou metabolismu cizorodych latek u helmint je redukce. Redukce
karbonylové skupiny je obecné povazovana za jednu z cest deaktivace léCiva, kterad
chrani organismus pted toxickym uc¢inkem reaktivnich aldehydt a ketonti. Redukovany
MBZ nevykazuje jiz Zadnou anthelmintickou aktivitu. Redukovany FLU je ziejmé také
anthelminticky netcéinny, piesné informace o jeho ucinnosti ale nejsou k dispozici
(Dayan 2003, Prieto a kol. 1991). U H. diminuta dochazi k redukci v cytosolu za Gcasti
NADPH a NADH jako koenzymu. Pti pouziti NADPH je vSak aktivita reduktas
nckolikrat vétsi. To se potvrdilo pii inkubaci FLU v cytosolu, kdy aktivita enzymil pii
pouziti NADPH byla asi Skrat vétsi nez u NADH. Abychom mohli naméfena data
prevést na specifickou aktivitu, byla v cytosolu tasemnice stanovena koncentrace
bilkovin (3,13 mg/ml). Redukce FLU a MBZ byla jiz pozorovdna u vlasovky slézové
(Haemonchus contortus) (Cvilink a kol. 2008), motolice kopinaté (D. dendriticum)
a tasemnice ov¢i (M. expanza) (Moreno a kol. 2004). Redukce u H. diminuta byla pii in
vitro experimentech potvrzena, Zadné jiné metabolity ale nalezeny nebyly.

Vysledky slouzily predevsim ke stanoveni zékladnich kinetickych parametrt pti
vzniku redukovanych metabolitt FLU a MBZ. Kinetické parametry byly stanoveny
pomoci in vitro inkubace cytosolu s FLU a MBZ v koncentracich 1, 2, 3,5, 7 a 10 uM.
K interpretaci vysledki byla pouzita rovnice dle Michaelise-Mentenove, ze které byla
urCena zdanlivd maximalni rychlost a Michaelisova konstanta. Pomérem téchto
parametri (V'max/ K'y) byla stanovena enzymaticka ucinnost (Cliy). Hodnoty
jednotlivych parametru jsou uvedeny v tabulce 9, grafy kinetik FLU a MBZ na
obrazcich 17 a 18. Maximalni rychlost byla u MBZ asi 20krat vétsi nez u FLU, ale
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afinita reduktas je u FLU asi 7krat vy$si nez u MBZ. VSeobecné jsou tyto hodnoty nizké
a ukazuji na pomaly prib¢h redukce. V porovnani s metabolizaci FLU u H. contortus
(Cvilink a kol. 2008) je redukce u H. diminuta asi 25krat pomalejsi a afinita enzymu
K substratu je asi Skrat mensi.

Pfi ex vivo experimentu byly tasemnice kultivovany s 10 uM FLU a MBZ.
Analyza probéhla metodou LC/MS. Potvrdily se redukované metabolity faze |
biotransformace, které jsou u helminti bézné. Pii metodé LC/MS se ocekavala také
identifikace nékterych metabolitli z druhé faze biotransformace. Z konjugacnich enzymi
je u helmintd nejdalezitéjsi GST (Barett 1997). Ackoliv byl i u H. diminuta tento enzym
prokazan (Firbasova 2011), nebyl zadny konjugat s glutathionem detekovan. Objeveny
byly dva metabolity s m/z 330. Reten¢ni ¢asy iontd byly 11,2 min a 12,2 min. Po
provedeni MS? byl ziskan iont o m/z 298, ztrata 32 jednotek (methanol) je
pro BZD charakteristické. Porovnanim MS® a MS* spekter s jiz ziskanymi spektry
methylovanych metabolitt FLU u D. dendriticum (Cvilink a kol 2009b) byly latky
identifikovany jako methylované derivaty redukovaného FLU. Prvni z nich byl
methylovdn na aromatickém kruhu (C-methylace), druhy na postranim fetézci
(N-methylace). Methylace jako reakce faze II biotransformace byla u helmintti poprvé
popsana teprve nedavno (Cvilink a kol. 2009b). Vysledky poukazuji na to, Ze
H. diminuta je pravdépodobné schopna tvofit S-adenosylmethionin, ktery je zakladnim
kofaktorem methylaci u savcu. Methyltransferasy u H. diminuta budou mit ziejmé
vysokou substratovou specifitu, protoze methylované metabolity u MBZ ani u ABZ
detekovany nebyly. Narozdil od D. dendriticum, u které byl nalezen methylovany
derivat i u MBZ (Cvilink a kol. 2009b). Zda se tedy, Ze by methylace mohla byt
u helmintii jednou z dalSich metabolickych cest pfi biotransformaci xenobiotik.

Jako analyticka metoda ke sledovani metabolismu byla pouzita LC/MS. Spojeni
kapalinového chromatografu s hmotnostni spektrometrii se v poslednich letech stava
rutinni analytickou metodou napt. pfi identifikaci reakénich produktii a pfi jejich
strukturni analyze (Niessen 2006). Hmotnostni spektrometr, se kterym jsem pracoval,
pouzival k ionizaci elektrosprej. Jednu ze Setrnych metod, ktera probiha za normalniho
tlaku. Tonty byly analyzovany na iontové pasti. Vyhodou tohoto analyzétoru, ktery byl
pfi identifikaci metabolitd vyuzit, je moznost tandemové hmotnostni spektrometrie, pfi
které dochazi k rozpadu iontu na charakteristické fragmenty. Porovndni MS" spekter

a retencnich Casii se standardem nam dava jednoznacnou identifikaci dané latky.
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Pfi porovnani ex vivo a in vitro experimentt jsme dosli ke stejnym vysledkim,
které ukazuji, ze H. diminuta metabolizuje vybrand anthelmintika pomoci redukce
(FLU, MBZ) ¢i methylace (FLU). Oxidované (ABZ.SO, ABZ.SOO) ani hydrolyzované
(FLU, MBZ) metabolity nalezeny nebyly. Zjisténé metabolické drahy se 1isi od dfive
popsanych drah tasemnice M. expansa a u helmintd jinych tiid. To naznacuje, Ze existuji
jak mezidruhové rozdily mezi helminty, tak i rozdily v biotransformaci mezi blizkymi
pfibuznymi. Proto neni H. diminuta idealni model pro studium metabolismu 1é¢iv

u tasemnic ¢loveka a prezvykavcd.
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7 ZAVER

Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) byly ziskany pomoci mezihostitele
brouka potemnika moucného (Tenebrio molitor) zkoneéného hostitele potkana.
Z celkového poctu 16 cysticerkoidd, kterymi byly infikovani dva potkani, se ziskalo 10
dospélych jedinct H. diminuta.

Vysledky z in vitro inkubaci ukazaly, ze ABZ.SO, aktivni metabolit ABZ, se jiz
dale neoxiduje na ABZ.SOO, ani se neredukuje zpét na ABZ. U FLU a MBZ vznikaly
pfi prvni fazi biotransformace redukované metabolity. Kinetickd studie téchto dvou
anthelmintik ukazala, ze se MBZ metabolizuje 20krat rychleji nez FLU, ale ma 7krat
mensi afinitu k substratu.

Pii ex vivo kultivaci tasemnice byly objeveny u helmintd nepiili§ casté
methylované metabolity redukovaného FLU. Methylace probihala u jednoho metabolitu
na benzenovém jadie, u druhého metabolitu na dusiku V postranim fetézci. MBZ byl
pouze redukovan.

Pfi studiich in vitro i ex vivo bylo dosaZzeno obdobnych vysledkt, u FLU a MBZ
byly nalezeny jejich redukované metabolity, pii ex vivo inkubaci navic methylované
metabolity redukovaného FLU.

Zavérem mohu konstatovat, Ze se podafilo naplnit cile mé diplomové prace a
byly identifikovany a kvantifikovany metabolity vybranych anthelmintik u tasemnice

krysi (Hymenolepis diminuta).
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABZ — albendazol

ABZ.SO - albendazolsulfoxid

ABZ.SOO0 - albendazolsulfon

ACN — acetonitril

ADH - alkoholdehydrogenasa

AKR - aldo-ketoreduktasy

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ATC — anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1é¢iv
BCA — bicinchoninova kyselina

BZD - benzimidazoly

CYP — cytochrom P450

CYT — cytosol

DMSO - dimethylsulfoxid

ESI — ionizace elektrosprejem

FLU — flubendazol

FLU-H — hydrolyzovany flubendazol

FLU-R — redukovany flubendazol

GST - glutathion-S-transferasa

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IT — iontova past

LC/MS — spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru
L/L — extrakce kapalina/kapalina

LOD - limit detekce

LOQ — limit kvantifikace

MBZ — mebendazol

MBZ-H — hydrolyzovany mebendazol

MBZ-R — redukovany mebendazol

MF — mobilni faze

MFLU-R1, MFLU-R2 — methylované redukované flubendazoly
MIK — mikrosomy

MIT — mitochondrie

MS — hmotnostni spektrometrie
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MS" — tandemova hmotnostni spektrometrie

M/Z — pomé&r hmotnosti a naboje

NADH - redukované forma nikotinamidadenindinukleotidu
NADPH - redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
R — retencni Cas

SPC — souhrn udajt o piipravku

SPE — extrakce na pevnych fazich
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