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1 UvoD

Trematodozy zvifat, choroby parazitarniho pdvodu pusobené motolicemi, jsou
neustale v popfedi zajmu odborné vefejnosti. Davodl je mnoho, patfi k nim zvlasté
celosvétova prevalence onemocnéni, silné negativni hospodarsky dopad na
produkéni uroven postizenych chovl, omezené spektrum prostfedkd vyuzitelnych
k prevenci a |éCbé parazitéz, pfenosnost puvodcu nékterych trematodéz na Clovéka
aj. Ve skupiné trematoddz zvifat dominuje orientace na fasciolézy a dikrocelidzu.
Dikroceliéza pusobena motolici kopinatou (Dicrocoelium dendriticum) je aktualni i
v Evropé véetné Ceské republiky.

Dikroceliéza i pfes jeji dlouhodobé studium predstavuje spolu s ostatnimi
trematodézami stale ne zcela poznanou problematiku. | kdyZ se v poslednich letech
objevuji v literatufe studie zamérené na jesté detailnéjSi poznani vlivu parazitd na
hostitelsky organismus, na vyvinuti ucinngjSich diagnostickych a preventivnich
pfipravkl, na pfesnéjSi poznani farmakologickych prostfedku, stale existuji mnohé
velmi podstatné aspekty této trematoddzy k dalSimu zkoumani. Pro celou skupinu
trematoddz plati, Zze plné vyuzitelnych léCivych latek je jen velmi malo a IéCiva
opakovanym podanim zvifatim mohou ztratit u€innost v dusledku vyvoje tzv. Iékové
helmintorezistence.

Obecné pro biotransformacni pochody plati, Ze maji za cil co nejrychleji zbavit
Zzivy organismus latek télu cizich. Ktakovym latkam patfi mj. i [éCiva
farmakologického typu. Biotransformaci [éCiv katalyzuji komlexy enzymd
lokalizovanych na endoplazmatickém retikulu a v cytosolu bunék. Zcela zasadnim
biotransformaénim centrem organismu jsou jatra. Bylo také prokazano, Ze obdobné
biotransformacéni enzymy jsou pfitomny i v burfikach parazit(. Tato prace se zabyva
studiem vybranych biotransformacnich enzymd motolice kopinaté.

K IéCivim s plnou anthelmintickou ucinnosti proti dikrocelioze ovci patfi
benzimidazoly, ve své praci jsem se zaméfila na biotransformaci flubendazolu.

V experimentu byly pouzity jednotlivé frakce motolice kopinaté, parazit byl ziskan
z jater nemocnych muflonl. V téchto frakcich byla sledovana aktivita vybranych

biotransformacénich enzymu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Dicrocoelium dendriticum

Motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum) je celosvétové rozSifeny parazit
napadajici jatra, ZluCovody a Zluénik savcu, pfedevSim pfezvykavcu. Parazit muze
prilezitostné nakazit i Clovéka (B. Revilla — Nuin et al. 2005).

D. dendriticum (Trematoda, Dicrocoeliidae) ma kopinaty tvar téla, je 8 — 14 mm
dlouha a 2 — 3 mm S§iroka (obr. 1). Vajicka jsou ovalna, tmavé hnéda a obsahuji

miracidium.

vitellaria oral sucker

uterus (egys)

(by P.W. Pappas and 5.M. Wardrop)
Obr. 1: Dicrocoelium dendriticum

Biologicky cyklus motolice trva asi 6 mésicd a je nepfimy. Nékteré druhy
suchozemskych mékkysSu a mravenci jsou primarnimi a sekundarnimi mezihostitely a
prezvykavci jsou definitivni hostitelé. V plzich probiha nepohlavni vyvoj 3 — 4 mésice,
z miracidia, které se dostava do plzu spolu s vajicky se vyviji prvni a druha generace
sporocyst. Z druhé generace sporocyst se vyviji mnozstvi cerkarii, a kdyz dozraji
migruji z hepatopankreatu do plicniho vaku. Cerkarie jsou vylou€eny plzi ve slizovych
koulich, které jsou pozfeny mravenci (Formica spp.) a vyviji se béhem 1 — 2 mésicu
v metacerkarie. Jedna nebo dvé cerkarie se soustfeduji v suboesofagealnim gangliu
mravence a zpuUsobuji kataleptickou kieC pfi teploté pod 15°C, tak je mravenec
udrZzen na vrcholcich rostlin a maze byt snadnéji pozfen pasoucimi se pfezvykavci.
V definitivnim  hostiteli metacerkarie excystuji z mravencu diky puasobeni

duodenalnich enzymU a migruji do ZluCovodl a Zlu¢niku, dozravaji v dospélce a



pohlavné se rozmnozuji. Vajicka jsou uvolnéna do prostfedi ve vykalech.

Schématické znazornéni zivotniho cyklu motolice je na obrazku 2.

Obr. 2: Zivotni cyklus D. dendriticum: dospély parazit (1), uvolnéna vajicka ve
vykalech (2), a miracidium (MI) pfechazi do hepatopankreatu plze (3), pak se
vyviji prvni a druha generace sporocyst (SP1, SP2) (4), mnozstvi cerkarii
vyvinutych z SP2 migruje do plicniho vaku mékkySe (5), cerkarie jsou vylouCeny
plzi ve slizovych koulich (6), které jsou pozifeny mravenci (7).

2.2 Dikrocelidza

Dikroceliéza je v souCasnosti povazovana za celosvétové vyznamnou, ale
zaroven v béznych chovatelskych podminkach podcefiovanou helmintézou domacich

s

a volné Zijicich pFfezvykavcu, ale i jinych druh( zvifat a Clovéka. Ackoliv je



dikroceli6ze celosvétové vénovana pomérné znacna pozornost, stale existuji mnohé

velmi podstatné aspekty této trematoddzy k dalSimu ovéreni.

2.2.1 Epidemiologie

Dikroceliéza je v souCasnosti celosvétoveé rozSifena na pastvinach, které poskytuji
adekvatni podminky pro preziti a vyvoj suchozemskych mékkysi a mravencu. Byla
Castéji popsana u ovci a koz nez u skotu (Otranto, Traversa 2002).

Toto onemocnéni je bézné vtéch regionech Evropy, Severni Afriky, Asie a
Ameriky, kde jsou lokalni podminky pfiznivé pro urCité druhy suchozemskych
meékkySti a mravencld jako mezihostitel. Takovymi regiony v Evropé jsou napf.
horské pastviny Alp, Skandinavie, v Ceské Republice se dikroceliéza vyskytuje
predevsim ve stfednich a jiznich Cechach a na jizni Moravé (Duchadek, Lamka
2003).

V poslednich 50 letech bylo Sifeni a epidemiologie dikrocelidzy znacné

studovano. Hlavnimi faktory, které ovliviiuji onemocnéni jsou:

a) Lokalni environmentalni a ekologické faktory

Zda se, Ze vyskyt D. dendriticum je vazan na vapenaté a zasadité pudy, které
jsou priznivymi biotopy pro rozmnozovani a prezivani mezihostiteld. RozsSifeni
vajicek motolice a kontaminace pastev je zplUsobena domacimi a volné Zijicimi
prezvykavci, ale i kraliky a zajici. VajiCka, ktera se dostavaji na pastvy ve vykalech,
jsou vysoce odolné vici prostfedi, v€etné teplotnich zmén a zUstavaji infekéni az 20

mésicu.

b) Pfitomnost a etologie mezihostitell

Na rozdil od Fasciola spp. nevyzaduji mezihostitelé D. dendriticum vlihké prostfedi
a jsou na pastvinach velmi rozsifeni. Existuje vice nez 90 druhd mékkysu, které
mohou byt mezihostiteli D. dendriticum, nékteré z nich jsou rozSifeny celosvétové
(napf. Cochlicopa lubrica), zatimco jiné jen regionalné (Helicella corderoi ve
Spanélsku, Helicella obvia v Némecku, Cernuella virgata v Italii).

Jako druhy mezihostitel byl zkouman zvlasté druh F. pratensis a F. rufibarbis.

Zustavani mravenclt na vrcholcich rostlin zpusobené cerkarii bylo popsano jako



desorienta¢ni mechanismus a je odvozovan od starobylého chovani predchudct
mravencl. Tedy je zajimavé, ze cerkarie encystujici v suboesofagealnim gangliu
mravence se obétuje pro zrani a reprodukci cerkarii v mraven€im zZaludku, tak se

chova jako altruista.

c) Pritomnost definitivniho hostitele

Zda se, Ze ovce jsou citlivejSi k D. dendriticum nez kozy, avSak nebyly
zaznamenany podstatné rozdily v zatézi parazity a mnozstvim vajicek v jednom
gramu vykalu.

Vék nakazenych zvifat ma pravdépodobné vliv na produkci vajiCek, avSak je
potfeba na toto téma proveést dalSi vyzkumy.

Faktory navozujici stres jako transport a véznéni zvifete, pravdépodobné
zpusobuiji snizeni imunity, coz se projevi zvySenim produkce vajicek motolic.

Campo et al. (2000) se zabyvali vztahem mezi parazitarni zatézi a produkci
vajiCek, ktery byl stanoven nekropsii a analyzou vykald u dvou skupin jehnat
experimentalné infikovanych riznou davkou metacerkarii (1000 a 3000 metacerkarii).
Eliminace vajiCek, ktera zaCala 2 mésice po nakazeni, byla vétsSi u jehnat
infikovanych 3000 metacerkarii.

Podle nékolika studii ma pohlavi vztah Kk citlivosti zvifete vuéi dikrocelioze.
Nekroskopické zkoumani 2033 jater skotu pfirozené nakazeného motolici kopinatou
odhalilo prevalenci dikroceliézy 62,5 % u samic a 9,8 % u samcu. Duvodem
vysokého poméru samic muze byt fakt, Ze mlé€na plemena se pasou po nékolik
sezon a tak ziskaji infekci. Zatimco byci travi znaCnou Cast svého Zivota ve
vykrmnach. Sezonnost infekce je dana pohybem zvifat z nizin do horskych pastvin,
kde jsou nakazena mravenci, a pak pfinaseji infekci béhem zimy zpét do udoli.
Nékteré druhy mezihostitelt (hlemyzdi H. obvia a C. lubrica, mravenci F. pratensis a
F. cunicularia) ziji v horskych pastvinach ve vySkach 1800 — 2600 m.n.m. Zda se, ze
migrace predisponuje zvifata k infekci, nejen pro pfitomnost mezihostitell, ale také

kvuli vysokému stresu vyvolanému pfesunem na pastviny (Otranto, Traversa 2002).



2.2.2 Patogeneze

Je obtizné jasné urcit vliv dikroceliézy, protoze je Casto maskovan patologickymi
disledky zplasobenymi jinymi pravodnimi parazity (fascioléza a gastrointestinalni
nematoddzy) (B. Revilla-Nuin et al. 2005).

U nemocnych zvifat byla zaznamenana ztrata nebo zména dulezitych biomolekul
(napf. plazmatickych proteind) zpusobena gastrointestinalnimi nebo jaternimi
parazity. Toto bylo detekovano radioisotopickymi technikami k zhodnoceni
patofyziologie zvirat, které byly pfirozené nakazeny dikroceliézou. Bylo zjisténo, Ze
zatéz do 4000 D. dendriticum nezpusobuje signifikantni ztratu krevnich a
plazmatickych bilkovin u ovci a ze zaznamenané zmény v téchto parametrech jsou
dany helminty Fasciola hepatica a Haemonchus contortus diky jejich vétsi
patogenicité.

Mladé motolice migruji pfimo do systému ZluCovodu jater bez praniku stfevni
sténou, jaternim pouzdrem nebo jaternim parenchymem jako je tomu u fasciol6zy.
Klinické symptomy nejsou obvykle zjevné, dokud neni onemocnéni v tézkém stadiu,
proto rozsahlé leze jsou zjistitelné jen nekropsii jater. Na utrpeni zvifat postizenych
dikroceliozou ukazuje anémie, edém, vyhublost a v pokrocilém stadiu cirhoza,
Zjizveni povrchu jater a zietelné rozSifeni zluCovodu. Motolice drazdi povrch
Zlu€ovodu, coz vede k proliferaci a zménam v lobularnich Zlu€ovodech.

Byl zjistén pfimy vztah mezi parazitarni zatézi a mnozstvim lézi u nakazZenych
zvifat a makroskopické jaterni léze byly roztfidény do péti ruznych stupnd od
normalnich jater k ztvrdlym jatrim s jizvou, zfetelné roztazenym jaternim vyvodim
s vaznou fibrézou a tézkym zatizenim parazity. U tézkych infekci je uvniti Zlu¢ovodu
a Zlucniku zjistitelné velké mnozstvi Cerv, jatra jsou zvétSena se zesilenymi vyvody,
cholangitidou, bélavymi skvrnami na povrchu, znatelnou jizvou a cirh6zou.

U experimentalné infikovanych kiecku byly patologické zmény charakterizovany
proliferaci Zluovodu a zvétSenim povrchové plochy, infiltraci lymfocytl, makrofagu a
eosinofill  do portalniho fecisté, infiltraci kolagenu z portalniho fecisté a
interlobularniho septa, vedouci k atrofii jater. Antioxidacni obranna schopnost jater u
téchto kieCkl vzrustala 80 — 120 dni po infikovani. Zaroven se snizuje aktivita
superoxiddismutasy, indikujici neucinnou deaktivaci reaktivnich forem kysliku, coz
vede k oxidativnimu poSkozeni jater a vzrlsta aktivita alaninaminotransferasy a

aspartataminotransferasy (Otranto, Traversa 2002).
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2.2.3 Diagnoéza

Dikroceliéza zlstava C&asto klinicky neodhalena a nerozpoznana pro jeji
subklinicky charakter. Jeji diagn6za se provadi predevSim odhalenim dospélych
parazitl v jatrech nekropsii nebo detekci vaji¢ek koprologickou zkouskou.

Koprologicka zkouska je nejbézZnéji pouzivana technika pro diagnézu dikrocelidzy
a muze odhalit pfitomnost malych, silnosténnych, Zlutohnédych vajicek, které
obsahuji miracidium. Na rozdil od vysledkl ziskanych z diagnézy fasciolozy a
paramphistomézy, nejsou sedimentacni techniky vykonné a je preferovana flotacni
zkouska s vysokou hustotou roztoku (Otranto, Traversa 2002). NejlepSich vysledki
bylo dosaZzeno za pouziti Hgl,/KI roztoku, zatimco pouzitim ZnSO, a K,COj;
flotaCnich roztokd byly ziskany horsi vysledky.

Negativni koprologicky nalez neni vzdy dukazem parazitologické negativity. PfFi
srovnani vysledkd ziskanych zkoumanim vykalG s nekropsii jater, koprologicka
metoda dokazala objevit pfitomnost dikroceliézy jen v jednom ze ftfi infikovanych
zvirat (Duchacek, Lamka 2003).

V poslednich 30 letech byly vyvijeny imunologické metody jako alternativa ke
koprologickym zkouskam a postmortalni prohlidce jater. K detekci anti-Dicrocoelium
protilatek bylo pouzito mnoho imunodiagnostickych metod jako je imunofluorescence,
precipitace, pasivni hemoaglutinaéni test, komplementarni fixace a ELISA (Otranto,
Traversa 2002).

2.2.4 Profylaxe a lé€ba

Kontrola dikroceliézy je obtizna a nedostateéna kvali slozitosti zivotniho cyklu
motolice a epidemiologii. Je zaloZzena pfedevSim na hospodarské praxi kontroly
primarniho a sekundarniho mezihostitele a na Iécbé zvirat.

Metody kontroly mezihostitell jsou proveditelné jen na malych plochach. Pouziti
chemikalii neni z ekologickych dudvodud snadné. Urcitou moznosti by mohlo byt
zavedeni krocanu, kufat, hus a kachen na malé pastvy (asi 50 ptakd na ha), ktefi by
se zivili mékkysi a mravenci.

Profylaxe v endemickych oblastech je zaloZzena na IéCbé vSech zvifat pfimo
vystavenych infekci. Doporucuje se provést léCbu dvakrat nebo tfikrat rocné, a to na

zaCatku jara, pred ustajenim zvifat na podzim. Mezi pouzivané anthelmintika patfi
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benzimidazoly (albendazol, triclabendazol, fenbendazol, mebendazol, cambendazol,
thiabendazol) a pro-benzimidazoly (thiofanat) ve vySSich davkach nez proti
tasemnmicim, plicnim a gastrointestinalnim nematodam. V soucCasnosti nejsou

rozvijeny postupy vakcinace proti dikroceliéze (Otranto, Traversa 2002).

2.3 Kinetika enzymovych reakci

Enzymy jsou katalyzatory, a proto ovlivhuji reakéni rychlost, avSak nemohou
ménit rovnovahu chemickych reakci. Podle srazkové teorie probéhne chemicka
reakce mezi dvéma cCasticemi tehdy, srazi-li se obé s dostateCnhou energii, ktera
prekonava energetickou bariéru — pfechodny energeticky stav. Cim vétsi kinetickou
energii ¢astice maji, tim CastéjSi jsou jejich srazky. Vlivy, které zvySuji kinetickou
energii Castic, ovliviuji tedy pfFiznivé pribéh reakce: vyssi teplota, tlak. Reakce
v zivych systémech vSak probihaji za konstantniho tlaku a pomérné nizké teploty,
takZze molekuly maji nizkou kinetickou energii a reakce by probihaly velmi pomalu.
Reakéni rychlost je tedy zvySovana pfitomnosti katalyzatorl — enzyma.

Vychozi latky i produkty maji urCity obsah Gibbsovy energie. Vzajemna pfeména
vede pres pfechodny stav s vy$S§im obsahem energie nez maji oba reaktanty.
Enzymy urychluji pribéh reakci tim, Ze snizuji hodnotu energie pfechodného stavu —
aktivaCni energii. Je to dano pfechodnym vznikem komplexu enzym — substrat
v aktivnim misté enzymu. Komplex enzym — substrat je nestaly a rozpada se za
vzniku produktu a enzymu, jehoz aktivni misto je schopno vazat dalSi molekulu
substratu.

U veétSiny enzymové katalyzovanych reakci je reakéni rychlost v zavisla na
koncentraci substratu [S]. Je-li koncentrace enzymu [E] konstantni, pak pfi nizkych
koncentracich substratu je zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu linearni
(obr. 3).

Pro sledovani reakéni kinetiky enzymové katalyzované reakce vypracovali
Michaelis a Mentenova model, ktery pfedpoklada prechodnou tvorbu komplexu ES:

ki k>
E+S «—> ES—*> E+P
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Substrat se vaze na enzym E rychlosti odpovidajici rychlostni konstanté kj.
Komplex ES se bud muze rozpadat zpét na enzym a substrat rychlosti odpovidajici
konstanté k .; nebo poskytnout produkt P a enzym E rychlosti odpovidajici konstanté
k.. Nepfedpoklada se, Ze by se produkt a enzym mohly zpétné vazat za vzniku
komplexu ES.

Pfi nizkych koncentracich substratu je rychlost katalyzované reakce umérna jeho
koncentraci: v = k * [S], tj. reakce 1. fadu.

Pfi vysokych koncentracich substratu vSak rychlost enzymové reakce na
koncentraci substratu nezavisi: v = konst., tj. reakce 0. fadu.

Za nizké koncentrace substratu nejsou vSechny molekuly enzymu vysyceny
substratem a rychlost je umérna koncentraci ES. Pfi nadbytku substratu se vytvofi
ES z veSkerého pfitomného enzymu a rychlost reakce dosahne maximalni hodnoty.
Plati vztah:

Vimax = k * [ES] = k * [E]
kde Vmax je maximalni rychlost enzymové reakce.

Pomér rychlostnich konstant jednotlivych reakci mizeme definovat jako novou
rychlostni konstantu Ky — Michaelisovu konstantu:

Km = (k1 + k2)/ky

Matematickou formulaci této teorie kinetiky enzymovych reakci Ize odvodit rovnici

vyjadfujici vztah mezi okamzZitou rychlosti enzymové reakce a koncentraci substratu;

rovnice Michaelise a Mentenové:

v Vmax * [S]
Km + [S]
\"
Vmax
Kwm [S]

Obr. 3: Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu.
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Je-li [S] = Ky, pak reakéni rychlost v odpovida poloviné rychlosti maximalni (v =
Vmax/2). Proto se Ky také definuje jako koncentrace substratu, pfi niz je pravé
dosazeno poloviny maximalni reakéni rychlosti (Ky = Vmax2). Ky ma rozmér
koncentrace substratu, pro néjz byla odvozena a neni rovnovaznou konstantou
katalyzované reakce. Vyjadfuje miru afinity enzymu pro substrat. Vazba nastava tim
snaze, ¢im je hodnota Ky nizsi. Veli¢iny Ky a Vmax podle rovnice Michaelise —
Mentenové lze experimentalné zjistit na zakladé sledovani reakCnich rychlosti
zméfenych pfi riznych koncentracich substratu. Ky a Vmax 1ze odecist z grafu
zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu, ale pro obtizné
ur€ovani maximalni rychlosti, ke které se kfivka asymptoticky blizi, je vhodné&;si
pouzit ke stanoveni Ky a Vmax upravené formy rovnice Michaelise a Mentenové;

¢asto se uziva transformace dle Lineweavera a Burka:

1 Kn
= +
\ Vmax Vmax

To je rovnice pfimky se smérnici Ku/Vmax @ pruseCikem 1/Vmax Na svislé ose.
Z vynesenych hodnot Ize ur€it Ky (pfimka protina vodorovnou osu v bodé, jehoz

vzdalenost od pocatku je rovna —1/Ky,) (obr. 4).

v

k=Km/Vmax

1V max

-1/Ky 0 1/18]

Obr. 4: Stanoveni Ky a Vmax dle Lineweavera a Burka.

Hodnota Ky pro ur€itou soustavu enzymu a substratu zavisi na reakénich
podminkach, tj. na prostfedi, teploté, iontové sile prostfedi atd. Pro rizné substraty
reagujici s tymz enzymem ma Ky, riznou hodnotu. Hodnota Ky odpovida koncentraci
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substratu, pfi které je substratem obsazena pravé polovina v8ech aktivnich mist
pritomnych molekul enzymu. Hodnota Ky dale odpovida disociani konstanté
komplexu ES. Vysoka hodnota Ky je dikazem slabé vazby mezi enzymem a
substratem (malé afinity enzymu k substratu), nizka hodnota naopak dokazuje silné

vazby (velkou afinitu enzymu k substratu) (Barnova et al. 1991).

2.4 Sledované biotransformacni enzymy

Organismus se snaZzi cizorodé latky, které se do ného nahodile nebo védomé
dostaly, eliminovat, i kdyz nejsou toxické. Mnohé z xenobiotik, zvlasté ty s hydrofobni
povahou, se na dlouhou dobu vazou a kumuluji vtéle. Zpusob pfemény a
odstrafiovani nizkomolekularnich i vysokomolekularnich cizorodych latek se déje
rozliSnymi mechanismy, které oznacCujeme biotransformace. Podléha ji naprosta
vétSina xenobiotik, jen vyjime¢né se cizoroda latka vyluCuje z téla bez chemické
zmény. Specializovany obor, ktery studuje osud xenobiotik v téle a hlavné jejich
biotransformace, se nazyva xenobiochemie.

Cizorodé latky se v téle metabolizuji ve dvou fazich: faze | — téZz nazyvana
biotransformaéni — je etapa, v niz se do lipofilnich latek zabudovavaji nové funkéni
skupiny a faze ll, zvana téz konjugacni.

Biotransformaéni enzymy maji vétSinou charakter induktivnich enzymu, tj. po
delSim podavani urcitého xenobiotika stoupne syntéza pfisluSného enzymu. Pro
enzymy katalyzujici biotransformace xenobiotik je dale charakteristicka jejich nizka
specificnost; vyhodou toho je pak schopnost podilet se na biotransformaci novych
slou€enin, jez se v pfirodé dosud vlabec nevyskytly. Enzymy, které se ucastni
biotransformace xenobiotik, maji své misto i v metabolismu endogennich sloucenin,
napr. steroidu a neesterifikovanych mastnych kyselin.

Nejrozsahlejsi skupinou reakci |. faze jsou oxidace, méné Casté jsou redukce a
hydrolyza xenobiotik (Barnova et al. 1991). Vysledkem téchto reakci je 1)
farmakologicka aktivace nebo inaktivace, 2) urychleni eliminace a/nebo 3) dodani
reaktivni skupiny (Hines, McCarver 2002).

Hlavni rozdil faze Il ve srovnani s fazi | je jeji synteticky charakter. K syntéze je
zapotiebi urcitd endogenni slozka. Reakce Il. faze zasahuji do endogenniho

metabolismu a soutézi s endogennimi latkami o spoleCny enzym obsazenim jeho
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aktivnino mista. Ze syntetického charakteru konjugaci plyne i jejich endergonni
charakter a zavislost na dodavce energie. Konjugace vyrazné zvySuje polarni
charakter produktd; ten je obvykle tak vysoky a stupen ionizace témér uplny, Ze
konjugat uz neni schopen pronikat do bunék a je efektivné vyluCovan (Barnova et al.
1991).

Reakce |. faze:
e Oxidacni reakce:. C- a N-hydroxylace, N- a S-oxidace, dealkylace,
deaminace, sulfoxidace a desulfurace,
e Redukcni reakce: nitro- a azoredukce, redukce karbonylu, N-oxidd,
sulfoxidu, dehalogenace

e Hydrolytické reakce: hydrolyza esteru, hydrolyza amidu

Reakce Il. faze:
e Glukuronidace:
e Sulfatace
¢ Konjugace s aminokyselinami
e Konjugace s glutathionem
e Acetylace
e O-, N-, S-methylace (Barnova et al. 1991)

2.4.1 Cytochromy P450

Zakladnim ucelem metabolismu xenobiotik v téle je zvysSit rozpustnost latek ve
vodeé, a tak usnadnit exkreci. BéZna cesta metabolizace xenobiotik zahrnuje zménu
funkéni skupiny parentni molekuly pfes cytochrom P450. Cytochromy P450 jsou
monooxygenasy obsahujici hem a jsou rozdéleny do dvou zakladnich skupin:
steroidogenni a xenobiotické. Steroidogenni P450 byly nalezeny jak u prokaryont, tak
v mitochondriich a v hladkém endoplazmatickém retikulu eukaryont. Tyto enzymy
syntetizuji steroidy a dalSi latky nezbytné pro zachovani integrity bunééné stény a pro

bunéCnou  specializaci.  Xenobiotické  P450 byly nalezeny v hladkém
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endoplazmatickém retikulu eukaryont a metabolizuji cizorodé biologické latky. Tyto
P450 jsou zodpovédné predevSim za oxidativni metabolismus xenobiotik.

Byl vytvofen klasifikaCni systém, ve kterém je kazdému cytochromu P450
pfidélena rodina, podrodina a Cislo (Preskorn, Harvey 2000). Cytochrom P450 se
oznacuje pismeny ,CYP*, nasleduje arabska Cislice, pismeno a dalSi arabska Cislice
(M.J.Cupp, T.S.Tracy 1998). Na pfiklad CYP2D6 znamena rodinu 2, podrodinu D a
gen 6 (Preskorn, Harvey 2000).

Isoenzymy cytochromu P450 uzivaji jako redukcni Cinidlo nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) a atmosféricky kyslik, kdy jeden atom molekularniho
kysliku vlozZi do substratu a soucasné je druhy atom kysliku redukovan na vodu.
Oxidacni reakce katalyzované CYP se fidi nasledujici stechiometrii:

2H", 2¢", P450
RH + O, ——————> ROH+H,0
kde RH reprezentuje oxidovatelny substrat a ROH je hydroxylovany metabolit.
Zpravidla hydroxylovany metabolit (ROH) je vice hydrofilni nez parentni slou€enina
(RH) a muze byt snadnéji vyloucena z téla.
Mechanismus CYP katalyzy je slozity a pro oxida¢ni reakci jsou potfebné urcité
kofaktory a koenzymy. Katalyticky cyklus enzymu CYP450 (obr. 5) se sklada
z nasledujicich krokd:
1. substrat se reverzibilné vaze na aktivni doménu enzymu CYP
2. zelezity ion hemu je redukovan na Zeleznaty ion elektronem, ktery vznika
NADPH koenzym CYP reduktasou

3. molekulovy kyslik se vaZe na komplex Fe** CYP — substrat

4. je rozstépena vazba O — O druhym elektronem poskytnutym NADPH pfes
CYP reduktasu nebo cytochrom bs

5. oxidace substratu

6. uvolni se produkt z enzymu CYP (Yan, Caldwell 2001).
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Obr. 5: Katalyticky cyklus enzymu P450.

Enzymy P450 katalyzuji oxidaci endogennich a exogennich substratd u Siroké
fady zivoCichl a rostlin, u savcu predstavuji hlavni obranu proti cizorodym
slou€eninam. AvSak zda se, zZe cytochrom P450 se u parazitickych cervi
nevyskytuje. Pokusy detekovat cytochrom P450 spektrofotometricky v mikrosomaini
frakci Moniezia expansa, Ascaris lumbricoides, Haemonchus contortus a
Heligmosomoides polygyrus byly neuspésné, stejné jako za pouziti indukce P450

chemickymi induktory (Barrett 1997).

V této praci zaméfené na biotransformacni enzymy motolice kopinaté byly

méreny tyto izoenzymy:

24.1.1 CYP1A

Tento enzym je nejvyznamnéjsSi z hlediska kontaminant Zzivotniho prostredi.
CYP1A1/2 je pfitomen v jatrech, plicich, kuzi, stfevni sténé a placenté. Je indukovan
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, které byly nalezeny napf. v cigaretovém
koufi, dale rifampicinem, omeprazolem aj. 1é€Civy. Inhibitorem je napf. naftoflavon a
néktera léCiva (fluvoxamin, ofloxacin apod.). NejvyznamnéjSimi substraty jsou

polycyklické aromatické uhlovodiky, kofein, theofylin, warfarin, ethoxyresorufin.
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2.4.1.2 CYP3A

Vv jatrech, ale i ve stfevé a ledvinach. Jsou nejvyznamnéjSi v metabolismu I€Civ.
Substratll je cela fada, napf. acetaminofen, diltiazem, erytromycin, lidokain,
testosteron, verapamil. Induktorem je rifampicin, karbamazepin fenobarbital. Inhibi¢ni

vliv ma ketokonazol, ritonavir, grapefruitova stava (M. J. Cupp, T.S.Tracy 1998).

2.4.2 Redukéni enzymy

Redukénich enzym( je celd fada, napf. alkoholdehydrogenasa, aldo-
ketoteduktasy, dihydrodioldehydrogenasy, cytochrom P450, NADPH-cytochrom
P450-reduktasa, xantinoxidasa, aldehydoxidasa, glutathionreduktasa, peroxidasy.
Tato studie je zamérena na redukCnimi enzymy, které redukuji karbonylovou skupinu
a o téchto enzymech bude dale pojednano.

Je dobfe znamo, Ze ruzné farmakologicky dulezité latky podstupuji béhem
biotransformace reduktivni reakce. Reduktasy se také ucCastni biotransformacnich
cest nékolika veterinarnich I[éCiv (napf. halothanu, nitroimidazoll, nitrofurand,
chloramfenikolu, atd.). Redukce je také vyznamnym krokem 1. faze biotransformace
fady aromatickych, alicyklickych a alifatickych slou€enin nesoucich karbonylovou
skupinu (Szotakova et al. 2004).

Karbonylové slou€eniny jsou Siroce rozSifeny v pfirodé a predstavuji opravdovou
hrozbu pro Zijici organismy, protoZze jsou schopny reagovat s bunéénymi
makromolekulami. Aldehydy a ketony jsou Skodlivé pro buriku, protoZze se mohou
kovalentné vazat se sekundarnimi aminoskupinami a thiolovymi skupinami proteina.
Urcité aldehydy jsou mutagenni diky schopnosti interagovat s DNA.

V burice je ochrana proti reaktivnim karbonylovym slou¢eninam zajisténa nékolika
rodinami  detoxifikaCnich  enzymu, zahrnujici aldo-ketoreduktasy (AKR),
aldehyddehydrogenasu, aldehydoxidasu, alkoholdehydrogenasu a glutathion-S-
transferasu (O "Connor 1999).

Reduktasy karbonylu jsou enzymy schopné pfeménovat Sirokou paletu

karbonylovych slou€enin na odpovidajici alkoholy. Existuji tfi nadrodiny
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oxidoreduktas, které katalyzuji oxidaci a redukci Siroké fady alkoholickych a
aldehydickych slou€enin fyziologického nebo farmakologického vyznamu:

¢ Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)

¢ Dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem (MDR)

e Aldo-ketoreduktasy (AKR)

K MDR se fadi rodina alkoholdehydrogenas (ADH) tvofici komplexni systém
seskupeny do nékolika tfid. ADH1 je klasicky enzym zodpovédny za metabolismus
ethanolu v jatrech. ADH2 je jaterni enzym, ktery pfispiva k metabolismu ethanolu a
retinoidu. ADH3 je glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa. ADH7 byla
popsana jen u kufecich embryi a ADH8 je NADP(H)-dependentni forma popsana u

obojzivelniku (Crosas et al. 2001).

SDR jsou rozpustné proteiny, nejCastéji diméry nebo tetramery, obsahuijici
pfiblizné 270 aminokyselin na monomer a charakterizované katalytickou triadou (Ser,
Tyr a Lys) v aktivnim misté. AKR jsou vétSinou monomerické, NAD(P)H dependentni
enzymy, o délce asi 320 aminokyselin s aktivnim mistem obsahujicim tetradu Tyr,
His, Asp a Lys.

Karbonyl redukujici enzymy dokazZou pfijimat strukturalné odliSné substraty (jak
endogenni latky, tak xenobiotika), ale Ize je rozliSit podle substrati a jejich
specifickych inhibitoru.

Karbonylové reduktasy byly zjistény u rliznych organizmu, ale vétSinou je vyzkum
provadén na savc€ich bunkach a tkanich. Jejich podstatna role spociva v ochrané
proti poskozeni hromadénim toxickych karbonylovych sloucenin, tedy tyto enzymy se

podileji na detoxikacnich procesech (Combourieu et al. 2004).

Nadrodinu AKR lze na zakladé sekvenéni podobnosti rozdélit do sedmi rodin
(AKR1 — AKR?7) diky poznatkim ziskanych z molekularniho klonovani. Znalost
biochemickych vlastnosti a fyziologickych uloh téchto reduktas nedrzi krok s pokusy
molekularniho klonovani. Nejlépe popsané AKR enzymy jsou aldehydreduktasa
(AKR1A1) a aldosoreduktasa (AKR1B1). AKR1A1 pfednostné katalyzuje NADPH-
dependentni redukci alifatickych aldehydl, aromatickych aldehydl a biogennich
aminl, kdezto AKR1B1 Iépe katalyzuje NADPH-dependentni redukci aldopentos a

aldohexos. Méné dobfe je porozuméno dihydrodioldehydrogenasam (DD), které
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katalyzuji oxidaci trans — dihydrodioll polycyklickych aromatickych uhlovodikd,
steroidnich hormont a Zlu€ovych kyselin. U Clovéka existuji alespon Ctyfi rizné
izoenzymy DD, a to AKR1C1 (tzv. DD1 nebo-li 20a-hydroxysteroiddehydrogenasa
(HSD)), AKR1C2 (tzv. DD2 nebo Zlu€ové kyseliny vazajici protein), AKR1C3 (tzv. typ
Il 3a-HSD) a AKR1C4 (DD4 nebo-li typ | 3a-HSD) (O'Connor et al. 1999).

v s

Nejhojnéjsi rodina (AKR1) obsahuje aldosoreduktasy, aldehydreduktasy a
hydroxysteroiddehydrogenasy. Ostatni rodiny zahrnuji prokaryotické AKR, rostlinné
chalkonreduktasy, aflatoxin B1 aldehydreduktasu. Podrodiny jsou rozeznatelné na
hladiné 60 % aminokyselinové identity. Rodina AKR1 zahrnuje pét podrodin:

A — aldehydreduktasy (savci), AKR1A

B — aldosoreduktasy

C — hydroxysteroiddehydrogenasy

D — A*-3-ketosteroid-5Breduktasy

E — aldehydreduktasy (rostlinné)

OznacCeni aldo-ketoreduktas obsahuje zakladni symbol ,AKR®, arabskou Ccislici
predstavujici rodinu, pismeno oznacujici podrodinu a dalSi arabska Cislice

reprezentuje jedine¢nou proteinovou sekvenci (Jez et al. 1997).

Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) je rozsahla skupina
enzymU s NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasovou aktivitou. Karbonylreduktasy
(CR) hraji dulezitou roli v metabolismu |éCiv, jako napf. daunorubicinu, metyraponu,
acetohexamidu.

Monomerni karbonylreduktasy (EC 1.1.1.184) patfi k SDR a jsou zahrnuty
v metabolickych procesech xenobiotik (warfarinu, fenofibratu, nitrosaminu),

prostaglandinu steroidl (Terada T. 2000).

Aktivity reduktas byly testovany pouZzitim nasledujicich substratu: metyrapon, DL-

glyceraldehyd, daunorubicin, acenaphtenol a oracin.

2.4.2.1 Metyrapon

Metyrapon (2-methyl-1,2-di-3-pyridylpropan-1-on) je z farmakologického hlediska
diagnostikum. Metyrapon inhibuje syntézu adrenokortikosteroidd inhibici 11(-

hydoxylace v kafe nadledvin. ZruSeni zpétné inhibi¢ni vazby kortisolem ma za
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nasledek zvySenou produkci ACTH hypofyzou. Trvala blokada enzymatického kroku,
fidiciho produkci kortisolu a kortikosteronu, vyvola vyrazné zvySeni adrenokortikalni
sekrece a jejich bezprostfednich prekurzort, 11-desoxykortikosterolu a
desoxykortikosteronu, které jsou jen slabymi inhibitory sekrece ACTH. Tomu pak
odpovida zvySeni plazmatickych hladin téchto steroidu a jejich metabolitd v modi.
Metyrapon je vyuzivan jako diagnostikum latentni nedostatecnosti ACTH;
hyperfunkce kary nadlevin u Cushingova syndromu a jako dopliikova terapie
onemocnéni, kterd jsou doprovazena nadprodukci glukokortikoidd a
mineralokortikoidd (AISLP).

Metyrapon, aromaticky keton, je redukovan v jeho ketonické funkéni skupiné na
odpovidajici alkoholicky metabolit metyrapol (obr. 6). Tato biotransformace je
zprostfedkovana karbonylreduktasou (EC 1.1.1.184) a aldehydreduktasou (EC
1.1.1.2), jak ukazuje pouziti specifickych inhibitord. Studie redukce metyraponu
provedené na klidovych bunkach Mycobacterium aurum v pfitomnosti kvercetrinu
nebo fenobarbitalu ukazaly, Ze oba inhibitory maji vliv na biotransformaci
metyraponu. Kvercetrin indikuje znacnou spoluucast karbonylreduktasy (SDR) a
fenobarbital indikuje ucast aldehydreduktasy pfi redukci metyraponu. Tvorba
metyrapolu se dé&je v pfitomnosti bud NADPH nebo NADH jako kofaktoru
(Combourieu et al. 2004).

Metyrapon (+/-) — Metyrapol
OH (&
>
N N
7
N

Obr. 6: Struktura metyraponu a jeho metabolitu metyrapolu.
2.4.2.2 Daunorubicin
Daunorubicin (obr. 7) je antracyklinové antibiotikum izolované ze Streptomyces

ceruleorubidus. Je to Cerveny krystalicky prasek dobfe rozpustny ve vodé. Vyuziva

se k terapii akutni leukémie u déti i dospélych.
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Daunorubicin je metabolizovan pfedevsim cytosolickymi reduktasami karbonylu
na C13-ol metabolit. Karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184), DD2 (EC 1.3.1.20) vykazuji
reduk¢ni aktivitu pfi pH 6,0 a aldehydreuktasa ALR1 (EC 1.1.1.2) vykazuje aktivitu pfi
pH 8,5 (Schréterova et al. 2004).

Obr. 7: Struktura daunorubicinu.

2.4.2.3 DL-glyceraldehyd

DL-glyceraldehyd je endogenni substrat redukovany v cytosolu vétSiny savcich
organu na glycerol aldehydreduktasou AKR1A.

CHO CH,OH

| -— |
HCOH HCOH

| |

CH,OH CH,OH

Obr. 8: Redukce DL-glyceraldehydu na glycerol.

2.4.2.4 Acenaphtenol

Acenaphtenol (1,2-dihydroacenaphthylen-1-ol) je substratem enzymu AKR1C1
AKR1C4. AKR1C maji bud extrémné nizkou nebo nedetekovatelnou reduktasovou
aktivitu u vétSiny dikarbonyll, aromatickych a alifatickych aldehydd, ketonl. AvSak
ukazalo se, Ze mohou katalyzovat oxidaci 1-acenaphtenolu. Nizka katalyticka aktivita
AKR1C enzymu a jejich omezené rozSifeni v lidskych tkanich ukazuje, ze snad

zaujimaji specifické detoxikaéni reakce, které se odliSuji od ostatnich c¢len(
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nadrodiny AKR. Je mozné, Ze lidské jaterni AKR1C4 a AKR1C1 pfitomné v jatrech,
ledvinach a varlatech inaktivuji a udrzuji spravné hladiny steroidnich hormonu
(O"Connor et al. 1999).

..

Obr. 9: Struktura acenaphtenolu.
2.4.2.5 Oracin

Oracin, 6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-indeno[1,2-
c] isochinolin, je slibné cytostatikum pro oralni podani, které je jiz v Il. fazi klinického
zkous$eni. Hlavnim metabolitem oracinu je 6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5-0x0-11-
hydroxy-5,6-dihydro-11H-indeno[1,2-c] isochinolin (DHO). Tento chiralni metabolit je
tvofen redukci karbonylové skupiny v pozici 11 molekuly.

Xenobiotika obsahujici karbonyl jsou u savcu redukovany pyridin nukleotid-
dependentni reduktasou. Tyto enzymy mohou byt funkéné rozliSeny pouzitim
modelovych substratl a jejich citlivosti k specifickym inhibitoriim.

Ackoliv cytochrom P450 je znam pfedevSim pro monooxygenasovou katalyzu, je
také nezbytné vzit v uvahu jeho schopnost katalyzovat redukci xenobiotik, urcité
xenobiotika mohou pfijimat elektrony z redukéniho komplexu [Fe®*-P450]
v nepfitomnosti kysliku. Klasické inhibitory P450 jsou také potencionalni inhibitory
reduktasoveé aktivity, které bud kompetuji s xenobiotiky v katalytickém misté P450
nebo se vazou pfimo na kov hemu, tim inhibuji tok elektronu ke xenobiotiku.

Nékolik studii popsalo inhibicni efekt 18B-glycyrrhetinové kyseliny na enzymy
metabolizujici steroidy, jako je 5a-reduktasa, 5B-reduktasa, 3a-
hydroxysteroiddehydrogenasa, 3B-hydroxysteroiddehydrogenasa a 116-
hydroxysteroiddehydrogenasa a odhalily, Ze 18B-glycyrrhetinova kyselina silné
inhibuje aktivitu téchto enzymu (Szotakova et al. 2000).

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa (118-HSD, EC 1.1.1.146) se ucastni u oracinu
redukce karbonylu v mikrosomalni frakci jater potkana. 118-HSD je mikrosomalni
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enzym, jehoz fyziologicka Uloha spociva v reversibilni oxidoredukci glukokortikoid.
Navic se 11B-HSD ukazuje jako multifunkéni enzym, ktery katalyzuje redukci
nesteroidnich karbonylovych slou€enin, tim se podili na detoxikaci riznych aldehydu
a ketonu (Wsdl et al. 2004).

Redukce karbonylu biologicky a farmakologicky aktivnich karbonylovych
slouenin odpovidajici alkoholim je pfedevSim zprostfedkovana cytosolickymi
NADPH-dependentnimi enzymy. Cytosolicka karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184) hraje
pozoruhodnou ulohu v redukci karbonylu xenobiotik a je specificky inhibovana
quercetrinem. Karbonylreduktasa je Siroce rozSifena v tkanich clovéka a jinych
savcu, katalyzuje NADPH-dependentni redukci riznych karbonylovych sloucenin.

Ve studiich bylo zjisténo, Ze cytochrom P450 hraje jen nepodstatnou roli v redukci
oracinu, coz podnitilo hledani jinych NADPH-dependentnich enzymu. 18-
glycyrrhetinova kyselina, inhibitor HSD, byla pouzita ke zhodnoceni zapojeni HSD
v redukci oracinu. Steroidni slou¢enina 18(-glycyrrhetinova kyselina je silnym
inhibitorem karbonyl redukce oracinu. Jak Ize vidét z chemické struktury kortisonu a
11-dehydrokortisonu, pozice karbonylové skupiny (C 11) je velmi podobna té u
oracinu, ktery ma také karbonylovou skupinu na C 11. Z tohoto hlediska se zda byt
oracin dobrym substratem pro 118-HSD. Hlavnim mikrosomalnim enzymem, ktery
katalyzuje karbonyl redukci oracinu, je pravdépodobné 113-HSD. Cytosol se také
ucastni redukce oracinu a zda se, ze enzymem zodpovédnym za tvorbu DHO

v cytosolické frakci jater potkana, je karbonylreduktasa (Szotakova et al. 2000).

2.4.3 Konjugac€ni enzymy

2.4.3.1 UDP-glukuronosyltransferasa (UGT)

UDP-glukuronosyltransferasy jsou integralni proteiny s hlavni ¢asti proteinu
obsahuijici katalytickou doménu lokalizovanou v lumen endoplazmatického retikula.
Oblast 15 — 20 aminokyselin C-konce je upevnéna v membrané endoplazmatického
retikula. Pfedpoklada se, Ze aglykon vazajici misto je na N-konci polypeptidu UGT,
které je v oblasti proteinu, jeZz vykazuje nejvétSi variabilitu mezi UGT isoenzymy.
UDP-glukuronovou kyselinu vazajici doména je ve vysoce konzervativni poloviné C-

konce proteinu (Coffman et al. 1997).
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UDP-glukuronosyltransferasy jsou rodinou enzymu 2. faze metabolismu, které
katalyzuji konjugaci xenobiotik s glukuronovou kyselinou a vznikaji glukuronidy (obr.
10). Tyto konjugaty smérfuji ke snizeni biologické aktivity, ke snizeni distribuce a
zvySeni exkrece ztéla (Laura J. Webb et al. 2004). Kofakorem UGT je
uridindifosfatglukuronova kyselina. Substratem jsou xenobiotika, napf. dextromorfan,
morfin, p-nitrofenol, nesteroidni antiflogistika, ale i eobiotika, napf. bilirubin a steroidni
hormony. Jsou ¢tyfi skupiny konjugaénich reakci s glukuronovou kyselinou: O-, N-,
S- a C- glukuronidace. Vzniklé produkty jsou dobfe rozpustné ve vodé a snadno
eliminovatelné z organismu (Davit 2001).

Co o,

Q0 Q

POl + OH ? ? OH

H o
| N —
OH OR— P—0—F—0 Oﬁ/ ~y oH OR
oH L 4 WO N UDP OH

HO QOH

2

Obr. 10:Schéma konjugace s UDP-glukuronovou kyselinou.

2.4.3.2 Glutathion-S-transferasa (GST)

Glutathion-S-transferasa (GST) je enzym katalyzujici konjugaci s glutathionem.
Glutathion (GSH) je tripeptid tvofeny glycinem, cysteinem a glutamovou kyselinou.
Substraty pro konjugaci s glutathionem mohou byt slou€eniny se silné elektrofilni
skupinou (halogenidova, sulfonova, sulfonatova, fosfatova, nitro skupina), slou¢eniny
s dvojnou vazbou mezi uhliky a arenoxidy a epoxidy, kde dochazi k adici GSH (Davit
2001).

Glutathion-S-transferasy jsou vSudypfitomné, multifunkéni proteiny, které se
ucastni detoxikace endogennich a cizorodych slou€enin. Nékteré z téchto transferas
maji také specifickou ulohu vazat a transportovat ligandy, jako napf. Zlu€oveé kyseliny,
hematin a mastné kyseliny. Glutathion-S-transferasy byly rozsahle zkoumany u
parazitickych €erva s ohledem na jejich biochemii. Zda se, Ze tyto proteiny jsou
hlavnim detoxikaénim systémem |Il. faze a neni dikaz o pfitomnosti na kysliku

zavislého P450 systému (obvykle hlavni detoxifikaCni systém |. faze v organismu) u
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dospélych €ervl. Hlavni biologicka role glutathion-S-transferas helmintli zahrnuje
detoxikaci xenobiotik a ligand vazajici/transportni funkce. Navic uc€inné neutralizuji
cytotoxické produkty vznikajici z reaktivnich kyslikatych sloucenin (ROS), coz
poskytuje dikaz, Ze GST maji schopnost chranit parazita proti imunologické
odpovédi hostitele.

Sefazeni primarni aminokyselinové sekvence GST helmintd v porovnani se
savCimi GST ukazalo, Ze v parazitech jsou glutathion-S-transferasy reprezentovany
nesavCimi nadrodinami. Ze sekvencni analyzy bylo usouzeno, Ze existuje nékolik
nadrodin glutathion-S-transferas Cervu. Helminté se silné spoléhaji na detoxikacni
systém GST, ktery ma oproti hostiteli strukturalni rozdily a je pravdépodobné dulezity

pro rozvinuti chronické infekce (Brophy et al.).

2.5 Flubendazol

Flubendazol je p-fluorovany analog mebendazolu, tj. methyl-(5-(4-fluorobenzoyl)-
1-H-benzimidazol-2-yl)karbamat. Jedna se o anthelmintikum 2ze skupiny
benzimidazolu s Sirokym spektrem dCinku proti hlisticim a tasemnicim.
Benzimidazoly jsou relativné pomalu pusobici anthelmintika. Biologicka dostupnost
flubendazolu a anthelminticky ucinek zavisi méné na koncentraci ucinné latky, jako
spiSe na perzistenci hladiny uc€inné latky v gastrointestinalnim traktu a plazmé
hostitele. Pfedpokladem pro uplnou ucinnost je také dostatec¢né dlouha doba
kontaktu s parazitem. U prezvykavcl je ucCinnost vSeobecné vySSi nez u
monogastrickych zvifat, zejména masozravcu a to diky delSimu zadrzovani latky
v bachoru a slepém stfevé. Kratka stfevni pasaz u masozravcu podminuje nizkou
biologickou dostupnost.

Uginek benzimidazoll se zaklada na vazbé k tubulinu bunék parazita. Tubulin je
bilkovinna podjednotka cytoplazmatickych mikrotubul a sklada se z a a B tubulinu.
Tato dimérni molekula se formuje do polymerd — mikrotubul. Mikrotubuly jsou
rozhodujici strukturou bunék helminta. Mezi mikrotubuly a diméry tubulinu existuje
dynamicka rovnovaha, ktera je kontrolovana fadou endogennich regulacnich
proteind a kofaktorl. Tato rovnovaha mulze byt poruSena urcitymi exogennimi
latkami, tzv. mikrotubulinovymi inhibitory (napf. benzimidazoly). Vazbou na volny

tubulin bude polymerizace tubulinu na mikrotubuly inhibovana. Dochazi ke snizeni
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pfijmu a intracelularniho transportu Zivin a substratu. Zejména sniZeny pfijem
glukozy vede k vyhladovéni parazita. Po vyCerpani zasob parazit odumira a je za 2 —

3 dny vylouc€en. Flubendazol ma také ovicidni ucinek.
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3 CiLPRACE

Cilem této prace je:

e Stanovit aktivity oxida¢nich enzyma u parazita Dicrocoelium dendriticum
e Stanovit aktivity redukénich enzymu u D. dendriticum

e Stanovit aktivity konjugacnich enzym0 u parazita D. dendriticum

e Urcit kinetiku glutathion-S-transferasy

e Zjistit, zda parazit D. dendriticum biotransformuje flubendazol

29



4 EXPERIMENTALNIi CAST

4.1 MATERIAL, CHEMIKALIE, PRISTROJE

4.1.1 Biologicky material

K pokustim byly pouzity subcelularni frakce A, B ,C z motolic. Motolice byly
rozvazeny po 3,80 g a bylo pfidano 12 ml 0,1 M sodnofosfatového pufru pH 7,4, poté
byla provedena homogenizace. Homogenat byl prelit do kyvet a provedla se prvni
centrifugace (centrifuga Heraeus, program 3, tj. 20 min. na 5000 g pfi 4°C).
Supernatant byl pfelit do Cistych kyvet a byla provedena centrifugace na 20 000 g, po
dobu 60 min. pfi 4°C (program 4) v téZe centrifuze.

Supernatant z 2. centrifugace byl prelit do centrifugacnich kyvet, které byly
vloZeny do rotoru ultracentrifugy Beckman, pfistroj byl naprogramovan na 105 000 g
na 60 min.

K peleté z 2. centrifugace byly pfidany 3 ml sodnofosfatového pufru pH 7,4 a opét
byla provedena centrifugace v centrifuze Heraeus, program 4. Peleta byla
resuspendovana v glycerolovém pufru a takto byla ziskana frakce A. Tato frakce pfi
pfipravé subcelularnich frakci homogenatu tkani obsahuje pfevazné mitochondrie.

Supernatant z centrifugy Beckman je frakce B. Tato frakce pfi pfipravé
subcelularnich frakci homogenatu tkani obsahuje pfevazné cytosol. Peleta z této
centrifugace byla resuspendovana v sodnofosfatovém pufru pH 7,4 a znovu vliozZena
do centrifugy Beckman, supernatant byl vylit a k peleté pfidan pufr s 20% (v/v)
glycerolu, tj. frakce C. Tato frakce pfi pfipravé subcelularnich frakci homogenatu
tkani obsahuje pfevazné mikrosomy.

Tyto frakce byly zmrazeny a uchovavany pfi -80°C v hlubokomrazicim boxu.

4.1.2 Chemikalie

e 1-chlor-2,4-dinitrobenzen

e Acenaphtenol

e Benzyloxyresorufin (BROD)
e Daunorubicin

e Dimethylsulfoxid
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DL-glyceraldehyd
Draselno-fosfatovy pufr 0,1 M pH 6,0
Ethoxyresorufin (EROD)
Flubendazol

Glutathion redukovany
Hovézi sérovy albumin (BSA)
Metyrapon

Mg Cl, 250 mM

MgCl, 0,1 M

NADPH

Oracin

p-nitrofenol

Testosteron

Tris pufr 0,1 M pH 8,9
Tris-HCI pufr 0,1 M pH 7,4
Tris-HCI pufr 0,2 M pH 8,5

UDP-glukuronova kyselina

Pristroje

Laboratorni pfedvazky OWA Labor

Analytické vahy Scaltec SBC 22

Digitalni pH — metr Jenway LTD 3020

Ultrazvukova lazen Tesla UC 005 AJ 1

Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus Bandelin HD 2070
Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

Ultracentrifuga Sorvall OTD Combi

Laboratorni magneticka michacka IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
Cteéka Biorad, Microplate Leader, model 550

UV — VIS spektrofotometr Unicam Helios 3
Luminiscen&ni spektrofotometr Perkin EImer LS 50 B
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (HPLC)

Thermoblok s nastavcem Thermomixer Eppendorf
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4.2 PRACOVNi POSTUP

4.2.1 BCA STANOVENiIi KONCENTRACE BILKOVINY

Metoda je zaloZena na reakci aminokyselin vazanych v bilkovinach s Cu?*
v alkalickém prostfedi. M&d' prechazi na Cu'’, ktera redukuje BCA (bicinchonovou
kyselinu) za vzniku fialového zbarveni, jehoz intenzita je pfimo umérna mnozZstvi
bilkoviny a méfi se spektrofotometricky pomoci ¢teCky Biorad pfi 562 nm.

Koncentrace bilkoviny ve vzorku se ziska z kalibracni pfimky.

Byly pfipraveny roztoky:
Roztok A: NaHCO3;, Na,CO3, BCA v 0,1M NaOH
Roztok B: 4% CuS04.6 H,O

Roztok C: pfipraven smichanim 50 dilG roztoku A s 1 dilem roztoku B

Kalibraéni kfivka:

Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). V den potieby byl
pfipraven 1% roztok (0,25025 g BSA se doplnilo do 25 ml redestilovanou vodou).
Z tohoto zakladniho roztoku bylo nafedénim pfipraveno Sest roztoku (viz tabulka 1),

které byly pouzity pro sestaveni kalibracni kFivky.

Tab 1.: Pfiprava standardnich roztok( BSA pro ziskani kalibracni kfivky

Koncentrace BSA Roztok 1% Destilovana voda

[Hg/ml] BSA [pl] [K1]
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Pro vlastni stanoveni bilkoviny byly jednotlivé subcelularni frakce nafedény 10x
redestilovanou vodou. Byla pfipravena dvé fedéni a z kazdého fedéni byly

pripraveny Ctyfi paralelni vzorky, tedy osm paralelnich méfeni pro kaZzdou frakci.
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Do kazdé jamky na desti¢ce bylo pipetovano 10 ul vzorku bilkoviny (roztok BSA
nebo nafedéné frakce A, B, C) a 200 ul pracovniho roztoku C. Do prvni jamky byla
napipetovana pouze redestilovana voda. Po promichani se inkubovalo pfi 37°C po
dobu 30 minut. Pak byla na fotometrické ¢teCce Biorad zméfena absorbance pfi 562
nm proti destilované vodé. Od hodnot absorbance vzorkl byl odeéten primér hodnot

absorbance slepych vzorku.

4.2.2 STANOVENI AKTIVITY OXIDACNICH ENZYMU

4.2.2.1 Stanoveni aktivity ethoxyresorufin-O-dealkylasy (EROD)

Metoda EROD se vyuziva ke stanoveni aktivity isoforem CYP1A. Je zaloZena na
pfidani substratu ethoxyresorufinu, relativné specifického pro tuto podrodinu,
k mikrosomalni frakci. CYP1A oxidacné dealkyluje tento substrat na fluoreskujici

produkt — resorufin a pfirtstek fluorescence je méfren na spektrofluorimetru.

Reakéni smés:
e 885 ul pufr 0,1 M Tris-HCI pH 7,4
e 50 pul kofaktor 0,1 M MgCl,
e 5 ul substrat 0,5 mM v DMSO (dimethylsulfoxid)
e 10 ul NADPH 50 mM v Tris pufru (0,4 mg NADPH/vzorek)
e 50 ul frakce C
e 10 ul standardni pfidavek resorufinu 0,34 uM

Celkovy objem v kyveté byl 1 ml.

Pred vlastnim méfenim bylo nutno nastavit parametry na pfistroji. Byly nastaveny

tyto parametry:

VInova délka excitacni: 530 nm
VInova délka emisni: 585 nm
Excitaéni stérbina: 10nm

Emisni Stérbina: 20 nm
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Teplota: 37°C
Délka inkubace: 180 s

Zakladni linie (baseline) byla nastavena pfed kazdym méfenim na nulu.

Roztoky NADPH, specificky substrat a frakce C byly umistény v ledové ftFisti (z
ddvodu nizsi stability). Pufr byl temperovan na teplotu 37°C.

Do kyvety byl napipetovan pufr, kofaktor, specificky substrat a frakce C a byl
spustén zaznam na fluorimetru. Po 50 s byl do kyvety pfidan NADPH, ktery spustil
enzymovou reakci. Po 150 s byl do kyvety pfipipetovan standardni pfFidavek
resorufinu. Pfed méfenim dalSiho vzorku byl obsah kyvety odsat a kyveta byla
proplachnuta destilovanou vodou. Pro kazdy substrat bylo provedeno méfeni ftfi
paralelnich vzorkd.

Pro vypocet aktivity plati vzorec:

a=(k/(B-A)n*D*60 [pmol/ml/min]
a...aktivita
K...smérnice
A...intenzita fluorescence na zacatku pfidavku resorufinu
B...intenzita fluorescence na konci pfidavku resorufinu
n...latkové mnozstvi standardniho pfidavku v 1 ml (3,4 pmol)
D...zfedéni

60..pfepocCet na minuty

Vztazenim aktivity na 1 mg bilkoviny lze ziskat specifickou aktivitu enzymu
[pmol/mg/min].

4.2.2.2 Stanoveni aktivity benzyloxy-O-dearylasy (BROD)

Metoda BROD se vyuziva ke stanoveni aktivity isoforem CYP3A, CYP2B. Je
zalozena na pfidani substratu benzyloxyresorufinu, relativné specifického pro
isoformu CYP3A a CYP2B, k mikrosomalni frakci. CYP3A, CYP2B oxiduji tento
substrat na fluoreskujici produkt — resorufin. a prirGstek fluorescence je méfren na

spektrofluorimetru.
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Reakéni smés:
e 885 ul pufr 0,1 M Tris-HCI pH 7,4
e 50 pl kofaktor 0,1 M MgCl,
e 5 ul substrat 0,5 mM v DMSO (dimethylsulfoxid)
e 10 ul NADPH 50 mM v Tris pufru (0,4 mg NADPH/vzorek)
e 50 ul frakce C
e 10 ul standardni pfidavek resorufinu 0,34 yM

Celkovy objem v kyveté byl 1 ml.

Pred vlastnim méfenim bylo nutno nastavit parametry na pfistroji. Byly nastaveny

tyto parametry:

VInova délka excitacni: 530 nm

VInova délka emisni: 585 nm

ExcitaCni Stérbina: 10nm
Emisni Stérbina: 20 nm
Teplota: 37°C

Délka inkubace: 180's

Zakladni linie (baseline) byla nastavena pred kazdym méfenim na nulu.

Roztoky NADPH, specificky substrat a frakce C byly umistény v ledové ftFisti (z
dlvodu nizsi stability). Pufr byl temperovan na teplotu 37°C.

Do kyvety byl napipetovan pufr, kofaktor, specificky substrat a frakce C a byl
spustén zaznam na fluorimetru. Po 50 s byl do kyvety pfidan NADPH, ktery spustil
enzymovou reakci. Po 150 s byl do kyvety pfipipetovan standardni pfFidavek
resorufinu. Pfed méfenim dalSiho vzorku byl obsah kyvety odsat a kyveta byla
proplachnuta destilovanou vodou. Pro kazdy substrat bylo provedeno mérfeni tfi

paralelnich vzork.
Pro vypocet aktivity plati vzorec:

a=(k/(B-A)n*D*60 [pmol/ml/min]
a...aktivita
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..smérnice

..intenzita fluorescence na zacatku pfidavku resorufinu

w > =

..intenzita fluorescence na konci pfidavku resorufinu
n...latkové mnozstvi standardniho pfidavku v 1 ml (3,4 pmol)
D...zfedéni

60..pfepocCet na minuty

VztaZzenim aktivity na 1 mg bilkoviny Ize ziskat specifickou aktivitu enzymu

[pmol/mg/min].

4.2.2.3 Stanoveni aktivity testosteronhydroxylasy (TOH)

Metoda je zaloZena na inkubaci jednotlivych frakci s testosteronem a nasledné

extrakci a HPLC stanoveni metaboliti testosteronu.

Inkubace:
e 370 pl fosfatoveho pufru 0,1 M pH 7,4
e 10 pl MgCl, 250 mM
e 100 pl frakce B, resp. C
e 10 pyl NADPH 15 mM

Do oznacenych mikrozkumavek byly napipetovany jednotlivé slozky reakcni
smési a poté byla provedena preinkubace pfi 37°C po dobu 5 minut za stalého
trepani (byl pouzit termoblok s nastavcem na 1,5 ml mikrozkumavky). Reakce se
startuje pfidavkem 10 pl testosteronu v methanolu (plvodni koncentrace 50 mM).
Mikrozkumavky byly ihned promichany a inkubovany 15 min. pfi 37°C. Bylo nutné
dodrzovat pfesny Cas inkubace. Reakce byla zastavena pfidanim 0,7 ml chlazeného
CH.Cl, (-24°C) a promichanim. Dale bylo ke vzorku pfidano 10 uyl 0,9 mM
kortikosteroidu v methanolu jako vnitini standard. Po intenzivnim tfepani
v Thermobloku (3 minuty, stupen 5) a centrifugaci (10 min. pfi 5000 ot./min.) byla
odebrana organicka (spodni) vrstva a pfenesena do vialky. K vodné fazi bylo pfidano
0,5 ml CH,Cl, a znovu provedeno tfepani a centrifugace. Organicka faze (spodni)

byla odebrana a pfenesena do vialky. Organicka faze ve vialce byla odpafena na
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koncentratoru pfi 60°C. Po odpafeni byly vialky zavickovany a uschovany v chladu a

temnu do doby nez byly pouzity k méfeni na HPLC.

HPLC podminky:

Autosampler: Hewlett-Packard 1100

Kolona: ODS Hypersil C18 (4 x 125 mm)
Detektor: SPD — 10A VP Schimadzu
Detekce: pfi 254 nm

Nastfik: 20 pl

Cas: 40 min.

Pratok mobilni faze: 1 ml/min
Mobilni faze:  A: 75 ml THF
600 ml MeOH
325 ml H,O
B: 75 ml THF
925 ml H,O
Pratok mobilni faze: 30 % A + 70 % B, linearni zména poméru na 100:0

Probublavat heliem.

Pro vypocet aktivity plati vztah:
a=(x/15*D
a...aktivita
X...mnozstvi metabolitu ve vzorku
15..doba inkubace (min)

D...zfedéni

Pfevedenim aktivity na 1 mg bilkoviny Ize ziskat specifickou aktivitu enzymu

[nmol/mg/min]
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4.2.3 STANOVENI AKTIVITY REDUKCNICH ENZYMU

4.2.3.1 Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Stanoveni aktivity reduk&énich enzyml je zaloZeno na proméfeni poklesu
absorbance zpusobeném pfemé&nou NADPH na NADP® ve vzorku pfi 340 nm za
laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho
koeficientu NADPH/NADP* £=6270 M™ cm™ lIze kvantitativné vyjadfit aktivitu
reduktas.

Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M, pH 6,0)
10ul substratu (1 mM)
10ul NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
50 pl enzymu

Po pfidani kazdé slozky do kyvety byla reakéni smés promichana. Pro stanoveni
byl pouzit draselno-fosfatovy pufr pfipraveny slévanim jednotlivych slozek (300 ml 0,1
M KoHPO4 a 300 ml 0,1 M KH,PO,) pfi laboratorni teploté za stalého michani a
kontroly pH na pH-metru do pozadované hodnoty pH pufru Zasobnim roztokem
substratu byl vodny 0,1M roztok metyraponu (Mr = 226). Prvni tfi slozky tvofily slepy
vzorek (bez enzymu), na ktery byl spektrofotometr Helios 8 vynulovan. Reakce byla
odstartovana pfidanim enzymu, je nutno smés promichat. Absorbance byla méfena
na spektrofotometru Helios B pfi 340 nm vzdy v ¢ase 0 minut a 4 minuty. Stanoveni

bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.

4.2.3.2 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu (pH 6.0)

Stanoveni aktivity redukénich enzym( je zaloZzeno na proméfeni poklesu
absorbance zpusobeném pfemé&nou NADPH na NADP® ve vzorku pfi 340 nm za
laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorp¢niho
koeficientu NADPH/NADP* £=6270 M™ cm™ lIze kvantitativné vyjadfit aktivitu

reduktas.
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Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M; pH 6,0)
10 pl substratu (0,01 mM)
10 pl NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
50 pl enzymu

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1 ml. Zasobnim roztokem substratu byl
1mM vodny roztok daunorubicinu (Mr = 564).

Vzdy po pfidani jedné ze slozek do kyvety byla reakCni smés promichana
nékolikerym pfevracenim kyvety uzaviené parafinem a protfepanim. Prvni tfi slozky
tvofily slepy vzorek na ktery byl Helios B vynulovan. Reakce byla odstartovana
pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance se odecitaly v ¢ase 0 minut a 4 minuty pfi

340 nm. Stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich méfenich.

4.2.3.3 Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu

Stanoveni aktivity redukénich enzyml je zaloZzeno, podobné jako u vySe
uvedenych, na proméreni poklesu absorbance pfi 340nm zpusobeném pfeménou
NADPH na NADP",

Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M; pH 6,0)
10ul substratu (10 mM)
10ul NADPH (0,3 mM) — zasobni roztok 30 mM
50ul enzymu

Objem reakéni smési byl vzdy 1 ml. Zasobnim roztokem substratu byl 1M roztok
DL-glyceraldehydu (Mr = 90,08) v dimethylsulfoxidu. Po pfidani kazdé slozky byl
obsah kyvety fadné promichan. Prvni tfi sloZky tvofi slepy vzorek (pufr, substrat,
NADPH), na ktery byl spektrofotometr Helios B nulovan. Reakce byla odstartovana
pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance byly odecitany v ¢ase 0 minut a 4 minuty.
Stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.
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4.2.3.4 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu (pH 8.,5)

Stanoveni aktivity reduk&nich enzyml je zaloZeno na proméfeni poklesu
absorbance zptsobeném pfemé&nou NADPH na NADP* ve vzorku pfi 340 nm za
laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho
koeficientu NADPH/NADP* €=6270 M™ cm™ Ize kvantitativng vyjadfit aktivitu
reduktas.

Reakéni smés v kyveté: 930 ul TRIS — HCI pufru (0,2 M; pH 8,5)
10 pl substratu (0,01mM)
10 yl NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
50 pl enzymu

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1 ml. Pro stanoveni byl pouZit TRIS-
HCI pufr (0,2M; pH 8,5) pfipraveny slévanim jednotlivych sloZek (100 ml TRISu a
22,4 ml 0,2M HCI) pfi laboratorni teploté za stalého michani a kontroly pH na pH-
metru do pozadované hodnoty pH pufru. Zasobnim roztokem substratu byl 1mM
vodny roztok daunorubicinu (Mr = 564).

Pufr, substrat a NADPH tvofily slepy vzorek, na ktery byl spektrofotometr
vynulovan. Po pfidani kazdé ze slozek byla reakéni smés radné promichana. Reakce
byla vzdy odstartovana pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance byly odecitany v Case

0 minut a 4 minuty, stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.

4.2.3.5 Stanoveni aktivity reduktas acenaphtenolu

Stanoveni aktivity acenaphtenolreduktas je zalozeno na méfeni pfirdstku
absorbance zpusobeném piemé&nou NADP* na NADPH ve vzorku pfi 340 nm za

laboratorni teploty.

Reakéni smés v kyveté: 930ul TRIS pufru (0,1 M; pH 8,9)
10 pl substratu (1mM)
10 pyl NADP" (1 mM) — zasobni roztok 100 mM
50 pl enzymu
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Celkovy objem v kyveté byl 1 ml. Pro stanoveni byl pouzit TRIS pufr (0,1 M; pH
8,9) pfipraveny slévanim jednotlivych sloZzek (100 ml TRISu a 0,1M HCI) pfi
laboratorni teploté za stalého michani a kontroly pH na pH-metru. Zasobnim
roztokem substratu byl 0,1 M roztok acenaphtenolu (Mr = 170,2) v DMSO.

Prvni tfi slozky (pufr, substrat, NADP®) tvofily slepy vzorek, na ktery byl
spektrofotometr vynulovan. Po pfidani kazdé ze slozek byla smés fadné promichana.
Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance byly odecitany

v Case 0 minut a 4 minuty, stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.
Ziskané rozdily absorbanci v ¢ase 0 a 4 minuty u vySe uvedenych enzymu byly
prfevedeny na zmény absorbanci za minutu. Vztazenim aktivity na mg bilkoviny byla

ziskana specificka aktivita.

4.2.3.6 Stanoveni redukéni aktivity pomoci oracinu

Metoda je zaloZena na inkubaci jednotlivych frakci s oracinem a nasledné extrakci

a HPLC stanoveni jeho metabolitu dihydrooracinu.

Inkubacni smés o celkovém objemu 0,3 ml obsahovala:
e 0,4 umol (0,15 mg) oracinu
e 0,6 ymol NADPH
e 0,1 mlfrakce B, resp. C

Do oznacCenych mikrozkumavek bylo napipetovano
e 0,1 ml zéasobniho roztoku oracinu
e 0,05 ml roztoku NADPH nebo redestilované vody (slepy vzorek)

¢ 0,05 ml redestilované vody

Smés byla preinkubovana 5 minut pfi 37°C. Poté bylo do mikrozkumavek
pfipipetovano 0,1 ml frakce B, pfip. C a reakéni smés byla promichana. Inkubace (pfi
37°C) byla ukon€ena po 30 minutach ochlazenim inkubacéni smési na 0°C v ledové
lazni a pfidanim 30 pyl amoniaku nafedéného 1:3 redestilovanou vodou o pH 10,5 —
10,8. Ke smési bylo pfidano 0,7 ml octanu ethylnatého a intenzivné tfepano 2 minuty
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na tfepaCce. Mikrozkumavky byly vioZzeny do centrifugy. Centrifugace probihala 3
minuty pfi 5000 otackach, poté byla horni vrstva byla pfenesena do pfipravené vialky.
Vytfepavani bylo zopakovano a spojené extrakty byly odpafeny v koncentratoru.
Suché vzorky byly uschovany v chladu a temnu a pozdé&ji vyhodnoceny pomoci
HPLC.

HPLC podminky:

Autosampler: Hewlett Packard 1100
Kolona: ODS Hypersil C18 (4 x 250 mm)
Detekce: Ex 340 nm
Em 418 nm
Pratok mobilni faze: 1,5 ml min™
Tlak: 21 MPa
Mobilni faze: hexasulfonatovy pufr (pH 3,27) a acetonitril (75:25)

Vypocet aktivity byl proveden na zakladé mnozstvi dihydrooracinu ve vzorku, byla
zohlednéna doba inkubace a zfedéni.

Aktivita byla vypoctena podle vzorce:
a=x/30*D [nmol/ml/min]
a..... aktivita
X.un mnozstvi dihydrooracinu ve vzorku
30....doba inkubace

D.... zfedéni

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coz je specificka aktivita

enzymu [nmol/mg/min].
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4.2.4 STANOVENI AKTIVITY KONJUGACNICH ENZYMU

4.2.4.1 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyliransferasy (UGT)

Metoda je zaloZzena na spektrofotometrickém stanoveni pfemény p-nitrofenolu na

p-nitrofenolglukuronid za enzymoveé katalyzy UGT.

Reakéni smés:

e Substrat: 30 ul p-nitrofenol (0,556 mM). Navazka 1,16 mg byla pomoci
ultrazvuku rozpusténa v 15,00 ml redestilované vody.

e Konjugacni cCinidlo: 30 pyl UDP-glukuronova kyselina. Navazka 1,05 mg
byla rozpisténa v 1,5 ml redestilované vody.

e 20 pl TRIS pufr pH 7,4. Navazka 0,5 g byla rozpusténa v 10 ml
redestilované vody a pomoci 1 M HCI bylo upraveno pH na 7,4 a objem
dopinén vodou do 15 ml.

e 20 pl enzymu

e Detergent: neionogenni detergent pro aktivaci UGT, pipetovany objem
byl vypolten podle koncentrace proteinu ve vzorku. Byl zvolen pomér

detergent : protein (w/w) 1: 2

Ze znamych hodnot koncentrace proteinu bylo vypocteno mnozstvi detergentu,
ktery byl pfidan k frakci B, resp. frakci C. 100 ul rozmrazeného vzorku frakce B, resp.
C s roztokem detergentu se inkubovalo pfi 4°C po dobu 20 min. Reakéni smés byla
pfipravena do mikrozkumavek umisténych v ledové lazni. Byly pfipraveny Ctyfi
paralelni vzorky a dva paralelni slepé vzorky (bez UDP-glukuronové kyseliny). Do
mikrozkumavek byl napipetovan TRIS pufr, p-nitrofenol, UDP-glukuronova kyselina a
reakce byla zahajena pfidanim frakce B nebo C s detergentem. Poté byly
mikrozkumavky uzavfeny, reakéni smés promichana a mikrozkumavky se inkubovaly
pfi 37°C 30 minut. Reakce byla ukonena viozenim zkumavek do ledu a pfidanim 50
Ml kyseliny trichloroctové. Pak byl deproteinizovany roztok centrifugovan 3 minuty pfi
5000 ot./min, 50 pl supernatantu se pfidalo k 50 pyl 1 M NaOH uz pfipraveného
v jamkach mikrotitracni destiCky a po zbarveni se méfila na ¢teCce (BioRad)
absorbance nezreagovaného p-nitrofenolu pfi 415 nm. Hodnota absorbance vzorkl

se odecetla od hodnot absorbance slepych vzorka.
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Vypocet aktivity byl proveden pomoci molarniho extinéniho koeficientu p-
nitrofenolu.

Aktivita byla vypocCtena podle vzorce:
a=(A/¢g)*1000*D/30 [nmol/ml/min]

a..... aktivita

A..... absorbance

£..... extinéni koeficient pro p-nitrofenol (18,3 mM™.cm™)
D..... zfedéni ve vzorku

30.... doba inkubace (min)
Hodnota aktivity byla pfevedena na specifickou aktivitu enzymu [nmol/mg/min].

4.2.4.2 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Metoda je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-24-
dinitrophenylglutathionu za minutu za pouZiti 0,1 M 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu a 0,1M

glutathionu a enzymoveé katalyzy glutathion-S-transferasy.

Reakéni smés:
e Substrat: 10 yl 0,1 M 1-chlor-2,4-dinitrobenzen (Mr = 202,56). Navazka
30,4 mg byla rozpusténa v 1,5 ml 95% ethanolu.

e Konjugaéni Cinidlo: 10 ul 0,1 M redukovany glutathion (Mr = 307,33).
Navazka 46,1 mg byla rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody.

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,5

e 5-—20 plfrakce B

Objem reakéni smési v kyveté byl vzdy 1 ml. Byl napipetovan pufr, glutathion a
frakce B, smés byla protfepana na tfepaCce a byl pfipipetovan substrat. Po
promichani byla méfena absorbance na UV-VIS spektrofotometru Helios 3 pfi 340
nm. Byly méfeny 3 paralelni vzorky. Frakci B bylo nutné nafedit, protoZze absorbance
pfesahovala hodnotu 0,800. Byla sledovana linearita méfeni a hodnota absorbance

se odecitala po 30, 60, 90 a 120 sekundach. Pro vypocCet aktivity enzymu byl pouzit
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rozdil absorbanci namérenych v 30 a 90 sekundach. Od tohoto rozdilu byla odectena
hodnota absorbance slepého vzorku. Pro vypocet aktivity byl pouzit extinCni
koeficient S-2,4-dinitrofenylglutathionu.

Aktivita byla vypoctena podle vzorce:

a=(Al)*D [umol/ml/min]

a..... aktivita
A.... absorbance
€..... extinéni koeficient pro S-2,4-dinitrofenylglutathion (9,6 mM2*ecm™)

D..... zredéni

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny a tim se ziskala specificka

aktivita enzymu [umol/mg/min].

4.2.4.3 Stanoveni kinetickych parametrt glutathion-S-transferasy

Metoda je zaloZena na sledovani tvorby S-2,4-dinitrophenylglutathionu v zavislosti

na koncentraci substratu 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu.

Reakéni smés:

e 1-chlor-2,4-dinitrobenzen 0,1 M
e Redukovany glutathion 0,1 M
e Fosfatovy pufr 0,1 M pH 6,5

e Frakce B

Objem reakéni smési v kyveté byl vzdy 1 ml. Byl napipetovan pufr, glutathion a
frakce B, smés byla protfepana na tfepacce a byl pfipipetovan substrat ve vzrastajici
koncentraci (0,2 — 3,8 mM). Po promichani byla méfena absorbance na UV-VIS

spektrofotometru Helios B pfi 340 nm. Byly méfeny dva paralelni vzorky.

Aktivita byla vypoctena podle vzorce:

a=(Al)*D [umol/ml/min]
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a..... aktivita
A..... absorbance
£..... extinéni koeficient pro S-2,4-dinitrofenylglutathion (9,6 mM*cm™)

D..... zredéni

Pro sestrojeni grafu a vypocteni kinetickych parametrd byl pouZzit program
GraphPadPrism 3.

4.2.5 TESTOVANi BIOTRANSFORMACE FLUBENDAZOLU

Frakce B byla inkubovana s flubendazolem a NADPH. Po nasledné extrakci
inkubatu bylo mnozstvi parentni latky a dvou hlavnich metabolitd, konkrétné
redukovaného flubendazolu a desethylkarboxyflubendazolu kvantifikovano pomoci
HPLC.

Inkubace:
e 147 pl fosfatovy pufr 0,1 M pH 7,4
e 3 pul flubendazol (Mr = 313,3). Navazka 3,134 mg byla rozpusténa v 1
ml dimethylsulfoxidu (10 mM)
e 100 pl frakce B
e 50 pl NADPH. Navazka 4,74 mg byla rozpusténa v 1 ml redestilované
vody

Do oznaCenych mikrozkumavek byla napipetovana uvedena mnoZstvi
jednotlivych slozek inkubaéni smési a inkubace probihala pfi 37°C po dobu 30 minut.
Reakce byla zastavena pfidanim 36 ul koncentrovaného amoniaku a protfepanim.
Poté bylo pfidano 1,8 ml t-butylmethyletheru a mikrozkumavky intenzivné protfepany
1 minutu na vortexu. Po odpareni byly vzorky uschovany v chladu a temnu a pozdéji
pouzity pro HPLC stanoveni.
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5 VYSLEDKY

5.1 STANOVENiI KONCENTRACE BILKOVINY

Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich ziskanych z motolic byla stanovena
pomoci metody BCA stanoveni (viz kapitola 4.2.1). Nejprve byla sestrojena kalibracni
pfimka pomoci standardniho roztoku hovéziho sérového albuminu. Kalibracni pfimka

byla sestrojena metodou linearni regrese (obr. 11).

Kalibracni krivka:

konc pg/ml 0 200 400 600 800 1000
po odecteni 0,0075 0,1255 0,2255 0,3255 0,4355 0,5645

0,6
0.5 1 y = 0,0006x

R? = 0,9976
0,4 -

0,3 A

0,2 -

0,1 A

0 200 400 600 800 1000 1200

Obr. 11: Kalibra¢ni pfimka

U jednotlivych vzorkld byla proméfena absorbance, od téchto namérenych hodnot
odecCtena absorbance slepého vzorku a zkalibraCni pFfimky zjistény hodnoty

koncentrace bilkoviny ve frakci A, B, C (tab. 2).
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Tab. 2: Koncentrace bilkoviny ve frakci A, B, C ziskanych z motolic (rovnice

kalibracni pfimky je y = 0,0006x).

Frakce Konc. bilkoviny [ug/ml]

A 3927,083
B 5837,5
C 2429,167

5.2 STANOVENI AKTIVITY OXIDACNICH ENZYMU

5.2.1 Stanoveni aktivity ethoxyresorufin-O-dealkylasy (EROD)

Ke stanoveni aktivity cytochromu CYP1A byla pouzita spektrofluorimetricka
metoda se standardnim pfidavkem resorufinu (viz kapitola 4.2.2.1). Aktivita enzymu

byla stanovovana ve frakci C.

Aktivita ethoxyresorufindeethylasy (EROD) ve frakci C nebyla nalezena.

5.2.2 Stanoveni aktivity benzyloxy-O-dearylasy (BROD)

Ke stanoveni katalytické aktivity CYP 3A a CYP 2B byla pouzita
spektrofluorimetrickd metoda se standardnim pfidavkem resorufinu (viz kapitola

4.2.2.2). Aktivita enzymu byla stanovovana ve frakci C.

Aktivita benzyloxydearylasy (BROD) ve frakci C motolic nebyla nalezena.

5.2.3 Stanoveni aktivity testosteronhydroxylasy (TOH)

Po inkubaci jednotlivych frakci s testosteronem a nasledné extrakci bylo mnoZzstvi
vzniklych metabolitu testosteronu zjistovano pomoci HPLC (viz kapitola 4.2.2.3). Byly
pouzity frakce B a C. Vzhledem k omezenému mnozstvi biologického materialu bylo
provedeno pouze jedno méfeni kazdého vzorku.

V inkubatech frakce B i C nebyly nalezeny Zadné metabolity testosteronu.
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5.3 STANOVENI AKTIVITY REDUKCNICH ENZYMU

Ke stanoveni aktivit reduktas metyraponu, DL-glyceraldehydu, daunorubicinu pfi
pH 6,0 a 8,5, acenaftenolu byla pouZita spektrofotometrickda metoda méfeni
absorbance vzdy ve tfech paralelnich vzorcich. K méfeni byla pouzita frakce B (viz
kapitola 4.2.3). Aktivita byla vyjadfena v nmol/ml/min a vztazenim na mg bilkoviny
jako specificka aktivita.

V nasledujicich tabulkach (tab. 3 — 6) jsou uvedeny aktivity reduktas vuci

jednotlivym substratim.

5.3.1 Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Aktivita DD4 (EC 1.1.1.213) a CR (EC 1.1.1.184) vu¢i metyraponu (1mM) byla

meéfena spektrofotometricky ve frakci B pfi pH 6,0.

Tab. 3: Specificka aktivita reduktas metyraponu ve frakci B

Aktivita
[nmol/min/mg]
Vzorek 1 5,1
Vzorek 2 6,9
Vzorek 3 6,5
pramér 6,2
smodch 0,8

5.3.2 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu pH 6,0

Aktivita DD2 (EC 1.3.1.20) a CR (EC 1.1.1.184) v(¢&i daunorubicinu (0,01mM)
byla méfena pfi pH 6,0 na spektrofotometru ve frakci B. Aktivita byla vztaZzena na mg

bilkoviny.
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Tab. 4: Specificka aktivita reduktas daunorubicinu pfi pH 6,0 ve frakci B

Aktivita
[nmol/min/mg]
Vzorek 1 1,7
Vzorek 2 1,2
Vzorek 3 1,3
pramér 1,4
smodch 0,2

5.3.3 Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu

Aktivita reduktas DL-glyceraldehydu (10mM) byla mé&fena spektrofotometricky pfi
pH 6,0. Ve frakci B nebyla nalezena aktivita DL-glyceraldehydreduktas.

5.3.4 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu pH 8,5

Aktivita aldehydreduktasy (EC 1.1.1.2) vi¢i daunorubicinu (0,01mM) byla méfena

v prostfedi pH 8,5. Naméfené hodnoty jsou zaneseny v tabulce 5.

Tab. 5: Specificka aktivita reduktas daunorubicinu pfi pH 8,5 ve frakci B

Aktivita
[nmol/min/mg]
Vzorek 1 3,9
Vzorek 2 4,9
Vzorek 3 4.1
pramér 4,3
smodch 0,4

5.3.5 Stanoveni aktivity reduktas acenaftenolu
Aktivita reduktas acenaftenolu byla stanovena spektrofotometricky v prostredi pH

6,0. Metoda je zaloZzena na méfeni prirGstku absorbance zplsobeném pfeménou
NADP* na NADPH (viz kap.4.2.3.5).
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Tab. 6: Specificka aktivita reduktas acenaphtenolu ve frakci B

Aktivita
[nmol/min/mqg]
Vzorek 1 14,4
Vzorek 2 14,6
Vzorek 3 14,6
pramér 14,5
smodch 0,1

5.3.6 Stanoveni redukéni aktivity pomoci oracinu

Metoda je zaloZzena na inkubaci jednotlivych frakci s oracinem a nasledné extrakci
a HPLC stanoveni jeho metabolitu dihydrooracinu (viz kapitola 4.2.5). Byla pouzita

frakce B a frakce C.
Ve frakci B byla sledovana aktivita karbonylreduktasy a ve frakci C aktivita 1183-

HSD vuci oracinu.
V nasledujicich tabulkach (tab. 7, 8) jsou primérné hodnoty aktivit s pfisluSnymi

smérodatnymi odchylkami.

Tab. 7: Specificka aktivita reduktas oracinu ve frakci B

Aktivita
Frakce B |[nmol/min/mg]
vzorek 1 1,88
vzorek 2 1,77
pramér 1,82
smodch 0,05

Tab. 8: Specificka aktivita reduktas oracinu ve frakci C

Aktivita
Frakce C |[nmol/min/mg]
vzorek 1 0,036
vzorek 2 0,025
pramér 0,03
smodch 0,005
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5.4 STANOVENIi AKTIVITY KONJUGACNICH ENZYMU

5.4.1 Stanoveni aktivity UGT

Ke stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) byla pouzita
spektrofotometricka  metoda  stanoveni  pfemény  p-nitrofenolu  na  p-
nitrofenolglukuronid ve frakci B a C (viz kapitola 4.2.4.1).

V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty aktivity UGT, prdmérna hodnota se

smérodatnou odchylkou.

Tab.9: Specificka aktivita UGT ve frakci C

Aktivita
Frakce C |[nmol/min/mg]
Vzorek 1 0,069
Vzorek 2 0,099
Vzorek 3 0,081
pramér 0,083
smodch 0,015

Ve frakci B nebyla detekovana zadna aktivita UGT vaci p-nitrofenolu.

5.4.2 Stanoveni aktivity GST

Ke stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST) byla pouzita
spektrofotometricka metoda stanoveni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu. Aktivita
GST byla stanovovana ve frakci B (viz kapitola 4.2.4.2).

V tabulce 10 je uvedena primérna hodnota se smérodatnou odchylkou aktivity
GST.

Tab.10: Specificka aktivita GST ve frakci B

Aktivita
Frakce B |[umol/min/mg]
Vzorek 1 1,7
Vzorek 2 1,4
Vzorek 3 1,4
pramér 1,5
smodch 0,1
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5.4.3 Stanoveni kinetickych parametra glutathion-S-transferasy

Ke stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST) byla pouzita
spektrofotometrickd metoda stanoveni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu. Aktivita
GST byla stanovovana ve frakci B (viz kapitola 4.2.4.3).

Kinetika glutathion-S-transferasy ve frakci B byla studovana v rozmezi
koncentraci substratu 0,2 — 3,8 mM. Zdanliva Michaelisova konstanta (Kn,) a
maximalni rychlost (Vmax) byly vypocteny podle rovnice Michaelise a Mentenové. Graf
zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu je na obr. 12. AvSak
pro odecteni hodnot K, a Vimax je vhodnéjsi uzit transformace dle Lineweara a Burka
(obr. 13). Z grafu byla odectena hodnota Vyax 1,64 + 0,25 umol/ml/min a hodnota K,
je 2,57 £ 0,38 mM.

1.00+
< 0.75-
£
£ 050
o
e
3
0.25-
0.00 T T T |
0 2 3 4
mmol/ml

Obr. 12: Graf zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu.
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Obr. 13: Stanoveni K, a Vimax dle Lineweavera a Burka.

5.5 TESTOVANi BIOTRANSFORMACE FLUBENDAZOLU

Frakce B byla inkubovana s flubendazolem a NADPH. Po nasledné extrakci
inkubatu bylo pomoci HPLC stanoveno mnozstvi parentni latky a dvou hlavnich
metabolitl (viz kapitola 4.2.6).

Ve frakci B byl nalezen pouze redukovany flubendazol (tab.11), mnozstvi druhého
metabolitu — desethylkarboxyflubendazolu bylo po odecteni slepého vzorku nulové.
Ukazka chromatogram( jsou na obr. 14. Byla vypoctena specificka aktivita enzymu,

ktery redukuje flubendazol.

Tab. 11: Specificka aktivita enzymu, metabolizujiciho flubendazol na redukovany

metabolit ve frakci B

Aktivita
Frakce B [nmol/min/mg]
Vzorekl 4,45
Vzorek2 5,53
pramér 4,49
smodch. 0,5
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Obr. 14: HPLC stanoveni flubendazolu a jeho metabolitd (redukovaného
flubendazolu, desethylkarboxyflubendazolu) s pouzitim albendazolu jako
vnitiniho standardu. Byla provedena analyza ve vzorku frakce B (obr. a),

slepého vzorku (b) a vzorku, ktery obsahoval flubendazol, albendazol a pufr

(c).
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6 DISKUSE

Cilem této prace bylo zjistit, zda motolice kopinata je schopna biotransformovat
xenobiotika. Testovani probihalo in vitro v subcelularnich frakcich homogenatu
motolic. Sledovany byly oxida¢ni pfemény xenobiotik, redukce karbonylové skupiny
xenobiotik a konjugace xenobiotik s kyselinou glukuronovou a glutathionem. Jako
modelové substraty byly vyuzity latky, jejichz metabolické pfemény se bézné
pouZzivaji k testovani aktivit urCitych biotransformacnich enzyma u lidi, laboratornich
a hospodafskych zvifat. Skala obvyklych modelovych substratt byla rozsitena o
potencialni cytostatikum oracin (pro sledovani redukéni aktivity) a anthelmintikum
flubendazol (pro testovani redukce a hydrolyzy).

K pokustim byly pouzity subcelularni frakce A, B, C motolic. Izolace jednotlivych
frakci je zaloZzena na ultracentrifugaci homogenatu motolic v 0,1 M sodnofosfatovém
pufru pH 7,4. Frakce A pfi pfipravé subcelularnich frakci homogenatu tkani obsahuje
pfedevS§im mitochondrie, frakce B prfevazné cytosol a frakce C predevSim
mikrosomy.

Nejprve byla stanovena koncentrace bilkoviny ve frakci A, B, C metodou BCA.
NejvysSi hodnota koncentrace proteinu byla zjisténa ve frakci B, nejmensi ve frakci
C.

Ve frakci C motolic byla stanovovana aktivita ethoxyresorufin-O-dealkylasy
(EROD) spektrofluorimetricky. Tato metoda se u savcl vyuziva ke stanoveni aktivity
isoforem CYP1A. Aktivita EROD ve frakci C nebyla nalezena.

Dale byla ve frakci C stanovovana aktivita benzyloxydearylasy (BROD) rovnéz
spektrofluorimetrickou metodou. Tato metoda slouzi ke stanoveni aktivity isoforem
CYP3A, CYP2B. Ani aktivita BROD ve frakci C nebyla nalezena.

Ve frakci B a C byla stanovovana aktivita testosteronhydroxylasy (TOH). Ke
stanoveni byla pouzita metoda inkubace jednotlivych frakci s testosteronem a
nasledného HPLC stanoveni metabolitu testosteronu (6a, 7a, 6B, 16a, 163, 2a, 23-
hydroxytestosteronu). Bylo provedeno pouze jedno méfeni kazdého vzorku.

Vinkubatu frakce C s testosteronem bylo detekovano urcité mnozstvi
hydroxylovanych metabolitd testosteronu, avSak srovnatelné mnozstvi téchto

metabolitl bylo nalezeno i ve slepém vzorku, ktery neobsahoval Zzadnou enzymovou
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frakci. Pro definitivni potvrzeni &i vyvraceni aktivity by bylo potfeba experiment
zopakovat, coz z duvodu nedostatku biologického materialu nebylo mozné.

Savci v obrané proti xenobiotikim vyuZivaji pfedevS§im skupinu oxidacnich
enzymU zavislych na cytochromu P450. Byly hledany enzymy P450 u nékterych
druhd helmintd, av8ak tyto pokusy byly neuspésné. Vysledky této prace koresponduiji
s poznatky nékolika malo studii (Barrett 1998), Ze enzymy P450 se u helmintd
nevyskytuji. AvSak byla zjiSténa oxidace albendazolu u motolic, dale v mensi mife u
tasemnic a oblych c&ervi (Solana 2001). Je tedy pravdépodobné, Ze P450
monooxygenasy jsou u helmintu do jisté miry nahrazeny jinymi oxidaCnimi enzymy.

DalSim cilem prace bylo stanovit aktivity enzym( redukujicich karbonylovou
skupinu xenobiotik. Byly zjiStovany aktivity reduktas metyraponu, DL-glyceraldehydu,
daunorubicinu pfi pH 6,0 a 8,5, acenaphtenolu ve frakci B a aktivita reduktas vU i
oracinu ve frakci B a C.

Seznam sledovanych enzym( a jednotlivych substratli je uveden v tabulce 12.

Tab. 12: ZkouSené enzymove aktivity

Specifické pro Clovéka/potkana
Metyraponreduktasa AKR1C4, CR, AKR1A
DL-glyceraldehydreduktasa AKR1A
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) CR, DD2
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) AKR1A
Acenaphtenolreduktasa AKR1C
Oracinreduktasa 11B-HSD, CR

AKR - aldo-ketoreduktasa, HSD — hydroxysteroiddehydrogenasa,
CR - karbonylreduktasa

Pro stanoveni reduktas metyraponu, DL-glyceraldehydu, daunorubicinu (pH 6,0 a
8,5) a acenaphtenolu byla pouzita metoda spektrofotometrického stanoveni poklesu
absorbance zpusobeného pfemé&nou NADPH na NADP®. Specifické aktivity
vybranych enzym jsou uvedené v tabulce 13.

NejvysSi aktivita byla nalezena u acenaphtenolreduktasy. Naopak se zda, Ze DL-
glyceraldehyd neni vhodnym substratem a motolice jej nemetabolizuje. Pomérné
vysoka aktivita byla nalezena u reduktas metyraponu ve frakci B, aktivita je

srovnatelna s aktivitou metyraponreduktas u kozy v mikrosomalni frakci jater,
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cytosolicka frakce vykazuje asi tfikrat nizSi hodnoty. PFi srovnani specifickych aktivit
metyraponreduktas a daunorubicinreduktas (pH 8,5) v jaternich cytosolickych
frakcich nékterych hospodarskych zvifat a ve frakci B motolic bylo zjiSténo, Ze

motolice vykazuji nékolikrat (3 — 10x) vysSi aktivity.

Tab. 13: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakci B

Specificka aktivita [nmol/min/mg]

Metyraponreduktasa 6,2+0,8
DL-glyceraldehydreduktasa -

Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) 1,4+0,2
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) 43+04
Acenaphtenolreduktasa 14,5+ 0,1

Metoda stanoveni reduktas oracinu je zaloZena na inkubaci jednotlivych frakci
soracinem a HPLC stanoveni metabolitu dihydrooracinu. Aktivita reduktasy
karbonylu oracinu ve frakci B byla signifikantné vétSi nez aktivita reduktas karbonylu
oracinu ve frakci C. Specificka aktivita reduktasy karbonylu oracinu v cytosolu byla
1,82 £ 0,05 nmol/min/mg a specificka aktivita mikrosomalni reduktasy oracinu byla
0,03 = 0,005 nmol/min/mg.

Substraty pouzité pro stanoveni aktivity reduktas se vyznacuji niz8i specifitou nez
je tomu u CYP. Rada AKR, CR, HSD se muze podilet na redukci karbonylové
skupiny. Tyto enzymy jsou pomérné dobfe prostudované u Clovéka a laboratornich
zvirat, ale studie reduktas u helmintl v podstaté chybi. Tyto vysledky ukazuji, ze
reduktasy u motolice vykazuji znaénou schopnost redukovat karbonylovou skupinu a
jsou dominantnimi reakcemi prvni faze metabolismu.

Dale byly stanoveny aktivity konjugaénich enzymu, konkrétné UDP-
glukuronosyltransferasy (UGT) a glutathion-S-transferasy (GST).

Aktivita UGT byla stanovovana ve frakci B a C. K tomuto stanoveni byla pouzita
spektrofotometricka metoda. Ve frakci C byla zjiSténa aktivita UGT vUci p-nitrofenolu,
hodnota specifické aktivity je 0,083 £ 0,015 nmol/min/mg. Tato aktivita je nepatrna ve
srovnani se specifickou aktivitou méfenou v mikrosomalnich frakcich jater nékterych

hospodarskych zvifat (tab. 14). Konjugace s glukuronovou kyselinou u jinych
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parazitickych Cervll nebyla prozatim dokazana (Barrett 1997). Ve frakci B nebyla
detekovana zadna aktivita UGT.

Aktivita GST byla stanovena ve frakci B motolic pomoci metody
spektrofotometrického stanoveni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu. V experimentu
byla zjisténa aktivita GST (1,5 £ 0,1 pmol/min/mg) vaé&i 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu.
Pfedpokladalo se, Ze tato aktivita bude nalezena, nebot studie na helmintech
prokazaly, Ze se tento enzym vyskytuje u parazitickych ¢ervu a je pravdépodobné
jejich hlavnim detoxikacnim mechanismem. Vysoka aktivita byla také nalezena u
tasemnic, niz8i pak u oblych Cervl. Zda se, Ze aktivita je vySSi u intestinalnich ervi
nez u krevnich a tkanovych parazitl. Hodnota aktivity GST motolice je srovnatelna
s hodnotami v cytosolické frakci hospodarskych zvifat, jak je uvedeno v tabulce 14.

U GST byla také sledovana kinetika konjugace ve frakci B v rozmezi koncentraci
0,2 — 3,8 mM. Dulezitym kinetickym parametrem je maximalni rychlost (Vmax) a
Michaelisova konstanta (Kv). Kuv je koncentrace substratu, pfi které je reakéni
rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti. Hodnota Ky kolisa s druhem enzymu a
povahou substratu, a je také funkci teploty a pH. Hodnoty kinetickych parametrd GST
pro substrat 1-chlor-2,4-dinitrobenzen byly vypoéteny podle rovnice Michaelise a
Mentenové. Za danych podminek byla zjisttna hodnota Vpnax = 1,64+0,25
pmol/ml/min a Ky = 2,57+£0,38 mM.

Tab. 14.: Srovnani specifické aktivity mikrosomalni UGT a cytosolické GST u

hospodarskych zvifat a UGT ve frakci C a GST ve frakci B u motolice kopinaté

Prase Koza Ovce Krava Motolice
UGT(nmol/min/mg)  7,0+0,3 6,9+0,1 11,0+0,2 7,6+0,2 0,083+0,015
GST(umol/min/mg)  0,6%0,1 1,5+0,1 1,4+0,4 1,410,4 1,5+0,1

V posledni Casti prace byla testovana biotransformace flubendazolu, dulezitého
anthelmintika, inkubaci frakce B s flubendazolem a NADPH a naslednym HPLC
stanovenim metabolitl. Z HPLC analyzy vyplyva, Ze flubendazol byl metabolizovan
na redukovany flubendazol. Druhy méfeny metabolit — desethylkarboxyflubendazol
byl nalezen ve stejném mnozZstvi ve vzorku i ve slepém vzorku, tedy frakce B se
nepodili na tvorbé desethylkarboxyflubendazolu. Tato in-vitro studie dokazala, Ze

motolice jsou schopny ucinné biotransformovat flubendazol, coz mize byt jeden
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z dlvodu pro€ neni toto anthelmintikum ucinné pfi 1éEbé trematodozy zpasobené D.
dendritikum.

Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze parazit motolice kopinatd vyuziva
k biotransformaci xenobiotik redukéni enzymy a konjugacni enzymy. Nebyly nalezeny
zadné oxidacni pfremény xenobiotik. Z redukénich enzym( u tohoto parazita byly
zjistény aktivity reduktas metyraponu; daunorubicinu pfi pH 6,0; daunorubicinu pfi pH
8,5; acenaphtenolu; oracinu i flubendazolu. U motolice také byly nalezeny aktivity
enzymu konjugujicich xenobiotika s kyselinou glukuronovou a s glutathionem. Parazit
disponuje znacnou aktivitou glutathion-S-transferas a tyto enzymy jsou tedy
pravdépodobné jeho dllezitym detoxikacnim systémem. GST neutralizuji cytotoxické
produkty, a tak jsou mocnou ochranou parazita proti imunologické odpovédi hostitele

a mohou pfispivat k rozvinuti chronické infekce.
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7 ZAVER

Byla provedena in-vitro studie biotransformacnich pfemén vybranych xenobiotik u

parazita Dicrocoelium dendriticum. Z vysledkd vyplyvaji nasledujici zaveéry:

U motolice kopinaté nebyly nalezeny oxidaéni transformace

vybranych xenobiotik.

Enzymy motolice kopinaté vykazuji vyznamnou schopnost redukce

fady xenobiotik s karbonylovou skupinou.

U motolice kopinaté byly nalezeny aktivity enzymU konjugujicich

xenobiotika s kyselinou glukuronovou a s glutathionem.

D. dendriticum biotransformuje flubendazol.
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AKR
BCA
BROD
BSA
CR
CYP
DD
DMSO
EROD
GST
HSD
Kwm
UGT
Vimax

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aldo-ketoreduktasa
bicinchonova kyselina
benzyloxydearylasa

hovézi sérovy albumin
karbonylreduktasa

cytochrom P450
dihydrodioldehydrogenasa
dimethylsulfoxid
ethoxyresorufin-O-deethylasa
glutathion-S-transferasa
hydroxysteroiddehydrogenasa
Michaelisova konstanta
UDP-glukuronosyltransferasa

maximalni rychlost enzymové reakce
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