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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Aneta BeCanova
Skolitel: Mgr. Hana Bartikova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Biotransformace vybranych anthelmintik u tasemnice ovci

(Moniezia expansa)

Biotransformace anthelmintik je proces, kterym se helminti brani vici
negativnimu ptisobeni cizorodych latek. Je proto zakladnim faktorem, ktery zptsobuje
snizovani ucinnosti anthelmintik, rozvoj rezistence, a tak i selhavani farmakoterapie
helmint6z. Proto je biotransformace anthelmintik a aktivita biotransformac¢nich enzymi

u helminta dilezitym cilem vyzkumu.

Tento experiment byl zaméfen na biotransformaci albendazolu, flubendazolu a
mebendazolu u tasemnice ov¢i (Moniezia expansa) a na aktivitu jejich

biotransformaénich enzymd.

Tasemnice byly ziskany ze stfev ovci. Biotransformace benzimidazoli byla
stanovena vinvitro a vexvivo experimentech. Flubendazol a mebendazol byly
biotransformovany mnohem vice nez albendazol. Aktivita antioxida¢nich enzymi, které
se rovnéz mohou ucastnit metabolizace anthelmintik, byla detekovana hlavné
V cytosolu, cytochromy P450 ani flavinové monooxygenasy detekovany nebyly.
Redukéni enzymy byly stanoveny prostiednictvim specifickych substratd, k redukci
dochazelo nejvice v cytosolu. Z konjugacnich enzymt byla v mikrosomech a
mitochondriich detekovana UDP-glukuronosyltransferasa a UDP-glukosyltransferasa,

glutathion-S-transferasa byla detekovana v cytosolu.

Klicova slova: biotransformace, anthelmintika, tasemnice ov¢i, Moniezia expansa,

biotransformacni enzymy



Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Aneta Be¢anova
Supervisor: Mgr. Hana Bartikova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Biotransformation of selected anthelmintics in sheep tapeworm

(Moniezia expansa)

Biotransformation of anthelmintics is a process that prevents the parasite from
adverse effects of xenobiotics. Therefore, it is the main factor that causes the reduction
of an anthelmintic effect, resistance development and thus the failure of drug therapy of
helminthosis. Therefore many studies focused on anthelmintics biotransformation in

helminths have been published.

This experiment was aimed at the biotransformation of albendazole,
flubendazole and mebendazole in the sheep tapeworm (Moniezia expansa) and the

activity of its biotransformation enzymes.

Tapeworms were obtained from sheep intestines. Biotransformation of
benzimidazoles was determined in in vitro and ex vivo experiments. Flubendazole and
mebendazole were metabolized in much greater extent than albendazole. The activity of
antioxidative enzymes, which also can participate in drug biotransformation, was
detected mainly in the cytosol. Neither cytochromes P 450 nor flavin-containing
monooxygenases were detected. Reductive enzymes were determined by means of
specific substrates, the reduction occurred mostly in the cytosol. The conjugation
enzymes UDP-glucuronosyltransferase and UDP-glucosyltransferase were detected in

microsomes and mitochondria; glutathione-S-transferase was detected in the cytosol.

Key words: biotransformation, anthelmintics, sheep tapeworm, Moniezia expansa,

biotransformation enzymes
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1 Uvod

Helmintézy jsou jedny z nejcastéjSich onemocnéni zvifat, které mohou vést
k velkym ztratdam v chovech, a to hlavné sniZzenim produktivity zvifat, v horSich
piipadech i jejich vymiranim.

Tasemnice ov¢éi (Moniezia expansa) parazituje u koz, ovci, skotu, srnci, jeleni a
dalsi zvéte. Muize byt velmi patogenni, zptisobovat koliky nebo dokonce thyny mlad’at,
napt. jehnat (Volf et al. 2007). Jako vSichni jedinci ¢eledi Anoplocephalidae vyzaduji
mezihostitele a definitivniho hostitele (Denegri et al. 1998). Vajicka se dostavaji do
vnéjSitho prosttedi s trusem, kde jsou poziena mezihostitelem, tzn. roztoc¢i tadu

Oribatidae. Definitivni hostitel se pak nakazi na pastvé pozienim roztoce s travou

(Jurasek et al. 1993).

Lécba moniezidzy je zalozena =zejména na podavani anthelmintik
(benzimidazolil). Nicméné v poslednich letech se vyskytuji dikazy o tom, Ze
farmakoterapie helmintéz selhava. To je zptisobeno hlavné vzrastajici rezistenci vici

anthelmintikim.

Jednim z mechanisml rezistence je 1 biotransformace anthelmintik v téle
parazita. Takto se parazit brani plisobeni anthelmintika jako cizorodé latky stejné jako
vSichni ostatni ZivoCichové.

K terapii monieziézy se mimo jin€ pouzivaji 1 anthelmintika albendazol (ABZ),
flubendazol (FLU) a mebendazol (MBZ). ABZ se biotransformuje oxidaci na
biologicky aktivni albendazol-sulfoxid (ABZ-SO) a neaktivni albendazol-sulfon
(ABZ-SO;). U FLU a MBZ dochazi v pribéhu biotransformace k redukci jejich
karbonylové skupiny na hydroxylovou za vzniku redukovanych metabolitd (FLU-R a

MBZ-R).

Pravé mira biotransformace anthelmintik Uzce souvisi se selhavanim
farmakoterapie nejen moniezioz, ale i dal§ich helmintdz, a tim i s rozvojem rezistence

parazitil. Proto je na misté se této problematice vénovat.
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Teoreticka cast

2 Trida tasemnice (Cestoda)

vy

stale velmi casto vyskytuje strach a povery. Odpor, ktery lidé viici téemto Zivocichiim
maji, vetsinou vychazi 2e skutecnosti, ze Ziji ve stievé a miizeme je videt, jen kdyz jsou
vylouceny s trusem hostitele. Navic Se zdd, Ze se objevuji spontinné. A tajemstvi vidy
doprovazi strach. Nakonec jejich pritomnost V nékterych pripadech zpiisobuje nemoci,
které jsou sSpatné lécitelné. Nicméné diky védeckému pristupu se mira porozumeéni
tasemnicim zvySuje a ukazuje se, Ze jsou jednou z nejuchvatnéjsich skupin Zivocichii
V celé Zivocisné Fisi. Jejich komplikovanému Zivotnimu cyklu a slozZitym vztahiim mezi
parazity a hostiteli miize konkurovat pouze nékolik mdlo organismii. “ (Roberts et al.

2009)

2.1 Charakteristika tfidy tasemnice (Cestoda)

2.1.1 Obecna charakteristika

Asi 5000 znamych druhti tasemnic parazituje u vSech skupin obratlovci,
pricemZ nejvyssi pocet fadl tasemnic se nachazi u paryb a ryb. AZ na vyjimecné
ptipady jde o parazity, kteti maji vicehostitelské zivotni cykly a mistem lokalizace je

travici soustava obratlovetll (Volf et al. 2007).

Tasemnice maji typicky vytvofeny scolex (hlavicku) a segmentovanou strobilu
(t€lo). Na scolexu jsou umistény napadné piichycovaci organy (Volf et al. 2007).
Vsichni jedinci tfidy Cestoda jsou extrémné dorsoventralné zplostéli a mohou
dosahovat délky aZ nékolika metrii. Dospéli jedinci parazituji ve stfevech jejich

hostiteld, kde jsou ukotveny pravé pomoci piichycovacich organti (Mehlhorn 2008).

2.1.2 Strobila

Strobila je tvofena jednotlivymi C¢lanky (proglotidy), které piedstavuji

samostatné reprodukéni jednotky. Tasemnice jsou az na vyjimky hermafroditi, takze
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V kazdém ¢lanku je sam¢i i samici reprodukéni soustava (Volf et al. 2007). Pocet ¢lankt
miZe byt rizny — od tfH do nekolika tisic (Sedldk 2005). U polyzoickych® druhi se
priabézné diferencuji nové Clanky v predni ¢asti strobily procesem zvanym strobilace.
Nové vznikajici ¢lanky zaujimaji misto téch starSich, ty se posouvaji k zadni casti
strobily, béhem c¢ehoz pohlavné vyzravaji. Kdyz dosdhnou konce strobily, bunky
pohlavnich organii splyvaji a vznikaji vajicka. Splyvat mohou buiiky pohlavnich organt
Z jednoho clanku, z riznych ¢lanka jedné strobily i z rtiznych ¢lankl jiné tasemnice,
vzdy zalezi na druhu. Kdyz ¢lanek dosdhne konce strobily, bud’ se odd€li a neporuSeny
odchdzi se stolici, nebo se rozrusi a uvoliiuje vajicko, tento proces se nazyva apolyza

(Roberts et al. 2009).

2.1.3 Scolex

Vétsina tasemnic nese na prednim konci strobily hlavi¢ku (scolex) (Roberts et
al. 2009). Na scolexu jsou pfichycovaci organy, kruhové ptisavky (mohou byt doplnény
hacky) nebo podélné stérbiny (borthrie) (Sedldk 2005). Pomoci ptichycovacich organti
se tasemnice ukotvuji ke sttevni stén¢ (Roberts et al. 2009). Velka ¢ast tasemnic fadu
Cyclophyllidea ma terminalné uloZeny zasunovatelny chobotek (rostellum), obvykle
opatieny hacky rtizného tvaru a poctu (Volf et al. 2007). Hlavicka obsahuje hlavni
neuralni ganglia a na pfedni ¢4sti nese mnoho smyslovych zakon€eni detekujicich
mechanické 1 chemické podnéty. Mezi hlavickou a télem se nachazi relativné
nediferenciovana oblast kréek, kde se nachazeji kmenové bunky, ze kterych vznikaji

nové ¢lanky (Roberts et al. 2009).

2.1.4 Tegument

Povrch téla je tvofen tegumentem (neodermis), tedy povrchovym syncytiem

S bunénymi tély zanofenymi pod vrstvu podpovrchové svaloviny. Typickym znakem

YPolyzoické - t&lo je tvoreno nékolika &lanky (Echinococcus) nebo mnoha ¢lanky (Taenia).

Monozoické - télo je neclankované, resp. tvoteno jednim ¢lankem (Caryophyllidea) (Volf et al.
2007)
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povrchu tasemnic je pfitomnost mikrotrichti (pfeménéné mikroklky), které jsou vné
kryty glykokalyxem. Podle nékterych nazorti se mikrotrichy vsouvaji mezi mikrovilly
sttevnich klka hostitele (Sedlak 2005) a slouzi ke zvétSeni absorp¢ni plochy tegmentu
(Robers et al. 2009). VVzhledem k absenci travici soustavy je syncytium hlavnim mistem
pfijmu Zzivin. VnéjSi ¢asti tegumentu zajist'uji i ochranu v prostiedi hostitele (napf.
inhibice travicich enzymut hostitele) (Volf et al. 2007), také tam probihaji reakce
zlepSujici absorpci zivin (Roberts et al. 2009). Vnitini vrstva je ohrani¢ena Vvrstvou
pojivové tkané (bazalni lamina). Ta je nasledovana tenkou vrstvou svaloviny (Bogitsh
et al. 2005).

2.1.5 RozmnoZovaci soustava

Tasemnice jsou az na vyjimky hermafroditi, takze v kazdém c¢lanku je samdi i
samici reprodukéni soustava (Volf et al. 2007). Nékteré rody maji dvé sady genitalii
Vv segmentu, zatimco nékolik druht, jejichz hostitelé jsou vodni ptaci, maji jednu samci

a dvé samici soustavy v kazdém clanku (Roberts et al. 2009).

Jak clanek postupuje ke konci strobily, rozmnozovaci organy vyzravaji a
spermie a oocyty splyvaji. Sam¢i organy obvykle vyzravaji prvni a produkuji spermie,
které jsou skladovany, dokud nevyzraji ovaria. Tento proces se nazyva protandrie nebo
androgynie. V nékterych druzich vsak dozravaji jako prvni ovaria, v tomto pfipadé se
jedna o protogynii nebo gynandrii. Tento asynchronni vyvoj mize byt adaptaci chranici

tasemnici pied samooplozenim ¢lankt (Roberts et al. 2009).

Vyvody obou pohlavnich soustav usti velmi ¢asto do spole¢ného genitalniho

atria (Volf et al. 2007).
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Rostellum

Hooks

Genital
pore

Uterus

Testes

Excretory <
ducts

Obrazek 1 Hlavicka a zraly ¢lanek tasemnice (BIODIDAC: A bank of digital
resources for teaching 2012)
Zasunovatelny chobotek (rostellum), hacky (hooks), pfisavka (sucker), samici

pohlavni orgény (ovary), genitalni por (genital pore), déloha (uterus), samci
pohlavni organy (testes), vylucovaci kanalky (excretory ducts)

216 Vyvoj

Tasemnice maji obvykle dva hostitele, jako napt. rod Taenia (jednoho
mezihostitele a definitivniho hostitele), v nekterych skupindch jsou vSak 1 zéstupci
s tfihostitelskymi cykly. VSechny tasemnice jsou oviparni2 a vajicka se do vnéjsiho
uterinnim porem (anapolyze) nebo uvnitf jednoho ¢i nékolika uvolnénych ¢lankh
(apolyze). Ve vajicku se bud’ v mateiském organismu, ¢i az ve vné&j$im prostredi vytvari
prvni larva, tzv. lykofora (dekakant podle pfitomnosti 10 embryondlnich hacka)
u skupin Gyrocotylidea a Amphylinidea, anebo onkosféra (hexakant) u podtiidy
Eucestoda. Onkosféra mtize byt nékdy obklopena ciliarnim obalem pro pohyb ve vode¢,
pak je oznacovana jako koracidium (Volf et al. 2007). Onkosféra se vylihne pted nebo
po tom, co je poziena mezihostitelem, z jeho stieva pak prechdzi do extrainestindlniho
prostoru (Robets et al. 2009). Larvy druhého stadia v mezihostitelich jsou oznacovany

jako metacestodi a podle morfologie maji rizné nazvy (napfi. procerkoid, plerocerkoid,

2 . .
Tzn. vejcorodé
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cysticerkoid, cysticerkus) (Volf et al. 2007). Pfeména metacestod v dospélce potom

probiha ve stfeveé v tomtéz nebo jiném hostiteli (Roberts et al. 2009).

Kdyz juvenilni tasemnice dosdhne tenkého stieva jejiho definitivniho hostitele,
urcity podnét zpusobi excystaci a tasemnice zac¢ne rust a pohlavné vyzravat. Néktefi
jedinci fadu Pseudophyllidea potiebuji k vyzrani pouze zvySeni teploty téla na teplotu
jejich hostitele. Dale je vyvoj ovlivnén dal§imi podminkami zahrnujicimi velikost
juvenilni tasemnice, druh helminta, velikost a potravu hostitele, ptitomnost dal$iho

parazita a imunitni stav ve stfeve hostitele (Roberts et al. 2009).

Pienos mezi hostiteli se az na vyjimky realizuje peroralng, tasemnice spoléhaji
Z hlediska prenosu na potravni fetézce (Volf et al. 2007). Pohlavné vyspéli jedinci ziji
ve stfeve, v jeho vychlipeninach nebo vzéacnéji i v tlustém stfevé jedincii vSech tiid
obratlovcu. Jako mezihostitelé pak slouzi jak obratlovci, tak bezobratli, nejcastéji se

jedna o koryse, hmyz, mékkyse, roztoce a krouzkovce (Roberts et al. 2009).

2.2 Tasemnice ov€i (Moniezia expansa)

Ttida: Cestoda (tasemnice)
Rad: Cyclophyllidea (kruhovky)

Celed’: Anoplocephalidae (tasemnicoviti) (BioLib - Moniezia expansa (tasemnice ovéi)
2012)

Obrazek 2 Moniezia expansa (Internal Parasites of Sheep and Goats 2012)
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Obrizek 3 Detailni zobrazeni ¢lanka (Moniezia expansa) (Cestodes 2008)

Moniezia expansa (Rudolfi 1810) dosahuje délky 6-10 metrt a Sitky 10-16 mm.
Scolex je maly, kulaty, lalo¢naty se 4 prisavkami, které jsou bez hackt a maji
$térbinovity otvor. Kréek chybi nebo je velmi kratky. Clanky strobily jsou Siroké 16 mm
a dlouhé jen 3 mm (JuraSek 1987). Barva dospélct je bila az zlutava. Otvory vyusténi
pohlavnich zlaz jsou umistény oboustranné a mezi¢lankové zlazy jsou umistény v jedné
fadé po celé Sifce meziclankového prostoru. Vajicka jsou nepravidelné trojhrannd az
¢tverhranna a jejich velikost se pohybuje od 50 do 85 pm (Tluchof et al. 2006). Vajicka
obsahuji zvlastni pyriformni aparit (embryo S obaly ma hruskovity tvar) (Volf et al.
2007).

Vajicka se dostavaji do vnéjsiho prostfedi s trusem, tam jsou pozirana roztoci
fadu Oribatidae. Onkosféra pronika do télni dutiny roztoCe a za 1-4 mésice se méni na
cysticerkoid (Jurasek et al. 1993), ktery pteziva v hostiteli az 22 mésicti (Jurasek 1987).
Definitivni hostitel se pak nakazi na pastvé pozfenim roztoce s travou. Prepatentni
perioda je asi 6 tydntu a po 3 mésicich tasemnice hostitele spontanné opousti (Jurasek et

al. 1993).

M. expansa parazituje u koz, ovci, skotu, srnéi, jeleni a dalsi zvere (Volf et al.
2007).
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Obrazek 4 Zivotni cyklus tasemnice ov¢i (Parasite Control and Prevention
2008)

Vajicka tasemnice jsou vylu¢ovana S trusem definitivniho hostitele. Na pastvé
jsou poziena mezihostitelem, ve kterém tasemnice prodélavaji castecny vyvoj.
Po pozieni mezihostitele dospivaji v tenkém stievé definitivniho hostitele.

Nachazi se v pastevnich oblastech. K prvnimu vyskytu dochédzi u jehnat uz
Vv ptlce kvétna a do Cervence stoupd, uz v ervnu se objevuji prvni klinické ptiznaky.

Vyskyt moniezidzy zavisi na aktivité mezihostitell na jafe a v 1ét€ (Jurasek et al. 1993).

Klinicky obraz zavisi na intenzité nakazeni, véku a fyziologickém stavu zvirete.
Nejcastéji onemocni jehnata ve véku 12 az 8 mésici. Pfi slabych nakazach jsou
pfiznaky nevyrazné. Pfi silnych jsou vyrazné a Casto kon¢i uhynutim. Choroba zacina
enteritidou s prudkym prijmem, v trusu se objevuji fragmenty strobily. Zvifata jsou
slaba, tézko vstavaji, obloukovité¢ ohybaji hibet a defekace je bolestiva. Nasleduje
nechutenstvi, zhubnuti, anémie, nervové poruchy (manézové pohyby a kiece), zvysSena

salivace, agonie a uhynuti (Jurasek 1987).

Diagnéza se stanovuje hleddnim charakteristickych ¢lanka v okoli anu nebo
stanovenim vaji¢ek v trusu (Mehlhorn 2008), postmortalné nalezem akutni kataralni
enteritidy s moznou progresi do hemorhagické enteritidy, dale to jsou degenerativni
zmény v myokardu, hemorhagické infiltraty v mozku, exudat v pfirozenych télnich

dutinach a nalez velkého poctu tasemnic ve stievé (Tluchor et al. 2006).
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2.3 Terapie a prevence monieziozy

Prevence a lécba helmintoz zvirat zahrnuje kombinaci zoohygienickych opatieni
a vyuzivani velmi rozsahlé skupiny znac¢né riznorodych 1éCiv s anthelmintickymi
ucinky. Mnoha anthelmintika mohou mit soucasné ucinky proti vice tfidam helminta
nebo 1 proti ptivodcim zevnich parazitdéz. Antiparazitarni ptipravky jsou ¢asto zalozeny
na kombinaci anthelmintik nebo anthelmintik a antiektoparazitik (Lamka & Duchacek
2008).

Anticestoda jsou chemicky velmi rtznorodou skupinou. Z benzimidazoli se
pouzivaji albendazol, mebendazol, oxibendazol, fenbendazol, flubendazol a febantel.
Z dalsich chemickych skupin se pak pouziva niklosamid, praziquantel, epsiprantel,
nitroskanat a arekolin. Pro pfezvykavce jsou indikovany pravé benzimidazoly (Lamka
& Duchacek 2008).

V oblastech castého vyskytu se provadi na jafe dehelmintizace vSech jehnat 1
meésic po vyhonu na pastvu, ktera se po 30 dnech opakuje. Jehiiata mladsi nez 1 mésic
se neod¢ervuji. Vhodna je pastva na suchych, mezihostiteli nezamotenych pastvinach.
Plochy kolem ov¢int je vhodné obdélavat, pastviny oSetfovat a hnojit (Vrzgula et al.
1986).
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3 Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou pouzivany od roku 1961. Patfi mezi né thiabendazol,
albendazol, kambendazol, fenbendazol, flubendazol, mebendazol, oxfendazol a oxibendazol
(Bodecek & Koudela 2010).

vvvvv

endoparazitéz zvirat. Tato skupina zahrnuje analoga thiabendazolu a karbamaéty
benzimidazolu. Substituci vedlejSich fetézci na benzimidazolové jadro pak vznikaji
jednotlivé latky. Novéjsi benzimidazoly jsou charakteristické novymi substituenty na
benzimidazolovém jadife a nahrazenim thiazolového kruhu methylkarbamatem. Tato
nova generace ma pak delsi polo€as vylu¢ovani, vyssi u¢innost a Sirsi spektrum G¢inku

(Danaher et al. 2007).

vvvvv

Benzimidazoly jsou obecné 1éciva s antinematodni (véetné terapie trichuridzy), z ¢asti
s antitrematodni 1 anticestodni (vyjime¢né antimykotickou) aktivitou. Nedavné studie
potvrdily téZ moznost vyuziti benzimidazolovych 1é¢iv pii terapii giardidzy

(protozoodza) (Duchacek & Lamka 20006).

3.1 Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku je zaloZen na inhibici energetického metabolismu
parazitujicich helmintd. Inhibuji syntézu [-tubulinu (strukturdlniho proteinu
mikrotubul), narusuji tak transport a metabolismus glukosy, diisledkem je energetické
vyCerpani a ztrata pohyblivosti paraziti a jejich pozvolné odumieni (Duchacek &
Lamka 2006). Mikrotubuly jsou spojeny i s d¢&ji jako je tvorba mitotickych vlaken pii
bunééném déleni, udrzeni stalého tvaru a pohyblivosti builky, bunétné vylucovani,

absorpce Zivin a intraceluldrni transport (Danaher et al. 2007).

Mechanismus inhibice vzniku mikrotubulii benzimidazoly je podobny piisobeni
kolchicinu. Inhibice se docili pfidanim tubulinu, ktery nese benzimidazol na jeho
vazebném misté, na konec rostouciho mikrotubulu. Ten tak ztradci schopnost navazat
dals$i monomery tubulinu pro jeho dals$i rast (Danaher et al. 2007). Afinita

benzimidazolt k parazitarnimu typu B-tubulinu je mnohonasobn¢ vyssi nez k B-tubulinu
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bun¢k oSetfovanych zvirat. VEétSina 1é¢iv skupiny plsobi proti dospélym i1 vyvojovym

stadiim helmintt, néktera i ovocidné (Bodecek & Koudela 2010).

Neékteré benzimidazoly inhibuji fumarat reduktasu, kterd je pro parazita
specificka, a tak blokuji vytvofeni sukcinatu. Tim narusuji cyklus dikarboxylovych
kyselin, ktery u anaerobnich paraziti nahrazuje Krebstuv cyklus, vici nému probiha

V obraceném sméru (Danaher et al. 2007).

Cestoda nemaji na rozdil od Nematod (hlistice) a Trematod (motolice)
gastrointestinalni trakt, kazdy jejich ¢lanek funguje jako individudlni jednotka. Proto je
zajimavosti, ze jedinym zplsobem, jak mulze podané 1éCivo dosdhnout své cilové
struktury, je pfechod pfes tegument. A proto je pasivni difuze hlavnim mechanismem,
jak mulze benzimidazol vstoupit do strobily. Lipidovd bariéra tegumentu je
pravdépodobné podobna lipidové bariéfe standardni bunééné membrany, tudiz mira

penetrace 1é¢iva zavisi hlavné na jeho lipofilité (Mottier et al. 2003).

Chemicka povaha benzimidazoli umoznuje jejich pouziti v celé fade 1€ékovych
forem, napf. suspenze, pasta, pelety a praSek. Tato 1éCiva lze bezpe¢né kombinovat s

jinymi anthelmintiky (napf. piperazin) (Bode¢ek & Koudela 2010).

3.2 Albendazol

Albendazol (ABZ) je Sirokospektré anthelmintikum ucinné proti vétSiné bézné
se vyskytujicich parazitli a je ¢asto vyuzivan jak v humanni, tak i veterinarni medicing

(Solana et al. 2001).

Zda se, ze albendazol blokuje vznik cytoplasmatickych mikrotubuld, coz vede
k poskozeni zivotné dulezitych d&ju v bufice a ke smrti parazita. Také existuji dikazy o
tom, ze tato latka rovnéz inhibuje fumarat reduktasu, a tim i vznik ATP (Craig et al.
2004).

Albendazol je podavan peroralné, ale protoze je Spatné€ rozpustny ve vodé, je
vstiebavan malo a nekonstantné (<5%). Pokud je ale podan s potravou bohatou na tuky
dostupnost 1éCiva se az pétkrat zvySuje oproti podani na la¢no. Také soubézna 1écba
s kortikoidy vede k vétsim plazmatickym koncentracim (Craig et al. 2004). Je ¢aste¢né

resorbovan z gastrointestinalniho traktu, kde je metabolizovan na albendazol-sulfoxid a
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dalsi metabolity. Albendazol je vylucovan prostfednictvim moci a feces (SPC; souhrn

udajti o ptipravku Aldifal).

Z parentniho sulfidu je mozna biotransformace na dva metabolity, a to na
albendazol-sulfoxid (ABZ-SO) a albendazol-sulfon (ABZ-SO,) (Danaher et al. 2007).
ABZ-SO obsahuje asymetrické centrum, tudiz existuji dva enantiomery, (+) ABZ-SO a
(-) ABZ-SO. ABZ-SO je anthelminticky u¢innym metabolitem, zatimco ABZ-SO; je
povazovan za neaktivni. Nicmén¢ kvili nizsi aktivit¢ ABZ-SO oproti ABZ je nezbytné

miru biotransformace u riznych parazita zjistit (Solana et al. 2001).
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Obrazek 5 Albendazol a jeho metabolity (Lanchote et al. 1998)

Albendazol se oxiduje na albendazol-sulfoxid (ABZ-SO) ve dvou optickych
izomerech, dalsi oxidaci vznika albendazol-sulfon (ABZ-SO,).

Albendazol ma Siroké spektrum ucinku zahrnujici Nematoda, Cestoda a stejné
tak i Trematoda. Také byl uspésné pouzit proti Giardia lamblia, stejné tak i na 1écbu
cystické hydatidozy (echinokokoézy), zvlasté ve spojeni s prazikvantelem (Craig et al.
2004).

Prvni fazi biotransformace je oxidace albendazolu, ta byla detekovana u tady

helmintd, napf. u Fasciola hepatica, Moniezia expansa, Ascaris suum, Haemonchus
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contortus nebo Dicrocoelium dendriticum. Ackoliv maji vSichni tito helminti schopnost
oxidovat albendazol, metabolicka aktivita a lokalizace oxidas se u jednotlivych druht

helmintd zna¢né 1isi (Cvilink et al. 2009a).

Druhy krok oxidace albendazolu, sulfonace, byl pozorovan u mitochondridlnich
frakci D. dendriticum. Byl to prvni dikaz o tom, Ze enzymy helmintd jsou schopné
deaktivovat albendazol tvorbou biologicky neaktivniho albendazol-sulfonu. Nicmén¢ u
ex vivo experimentti sulfonace albendazolu pozorovana nebyla a mira sulfonace
vinvitro experimentech byla tak nizka, Ze nelze pfedpokladat zadnou vyznamnou
protektivni roli této reakce. U M. expansa byla pozorovana redukce ABZ-SO zpét na
ABZ, na druhou stranu u F. hepatica ani u D. dendriticum nikoliv (Cvilink et al.
2009a).

3.3 Mebendazol

Mebendazol (MBZ) neinhibuje fumarat reduktasu. Vaze se jak na tubulin savci,
tak 1 parazitl, nicmén¢ s mnohem vyssi aktivitou vic¢i parazitim. Vazba na tubulin pak
snizuje absorpci glukosy, coz vede ke spotfebé glykogenu a nedostatku ATP (Craig et
al. 2004).

Mebendazol je podavan peroralné, je Spatné rozpustny ve vodé, a tudiz malo
vstiebavan z gastrointestinalniho traktu (Craig et al. 2004). Vice jak 90 % davky
zustava V gastrointestinalnim traktu a je eliminovano v nezménéné podobé v trusu.
Absorbovany mebendazol je metabolizovan v jatrech a ve vétSin€ vyloucen b&hem

24 hodin mo¢i (SPC; souhrn o pfipravku Antiverm 100mg/g).

Mebendazol je primarné urCeny pro lécbu Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Enterobius vermicularis a infekci zptisobenych méchovci, kde je 1é¢ba velmi
usp&$na. Jednd se o alternativni latku pouZivanou u trichinézy a organové formy
larvalni toxokar6zy. Vzhledem k jeho Sirokému spektru G€inku na néj dobie odpovidaji
1 smiSené infekce. Vysoké davky mohou byt vyuzity 1 k 1é€bé cystické hydatidézy, u niz
je ale preferovan albendazol (Craig et al. 2004).

Biotransformaci se karbonylova skupina, kterou mebendazol obsahuje, redukuje

na hydroxylovou (MBZ-R), karbamatova skupina muze byt hydrolyzovana na
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aminoskupinu (MBZ-NH;) (Danaher et al. 2007), coz bylo pozorovano u in vitro
experimentt s A. suum (Cvilink et al. 2009a).
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Obrazek 6 Mebendazol a jeho metabolity (Danaher et al. 2007)

Mebendazol se biotransformuje redukci karbonylové skupiny na hydroxylovou
nebo hydrolyzou postranniho fetézce.

3.4 Flubendazol

Flubendazol (FLU) je velmi tézko rozpustny ve vodnych systémech, které jsou v
gastrointestinalnim traktu, coz ma za nasledek jeho nizkou rozpustnost, a tim i velmi
nizkou absorpci. To se odrazi ve vysoké koncentraci nezménéného piivodniho 1éCiva,
vylucovaného z organismu stolici. Velmi mala Cast, ktera je absorbovana, je v prvni fazi
metabolizmu v jatrech extenzivné biotransformovdna (SPC; souhrn o pfipravku
Flubenol 5%). Hlavnimi biotransforma¢nimi reakcemi je redukce karbonylové skupiny
a hydrolyza karbamatu (Bartikova et al. 2010a). Biotransformované produkty jsou
konjugovany do glukosiduronati nebo sulfatovych konjugatti a vylouc¢eny zlu¢i a moci

(SPC; souhrn o ptipravku Flubenol 5%).

Exkrece moci je relativné nizka, vylucuji se témét vyhradné metabolity pouze s

malym mnoZstvim parentni latky (SPC; souhrn o ptipravku Flubenol 5%).

Metabolismus flubendazolu byl studovan u H. contortus. Vysledky ukazaly, ze
cytosolické NADPH-dependentni enzymy H. contortus metabolizovaly flubendazol
redukci karbonylové skupiny. Redukovany flubendazol byl jedinym nalezenym
metabolitem prvni faze biotransformace. Redukce flubendazolu byla také zjisténa u

ex vivo inkubace Moniezia benedeni (Cvilink et al. 2009a). Druha faze biotransformace
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flubendazolu v H. contortus se sklada z konjugace s glukosou, ktera je katalyzovana
mikrosomalni UDP-glukosyltransferasou (UGIcT), pficemz se konjuguje jak parentni,

tak i redukovany flubendazol (Vokial et al. 2012).

Po opakovaném podavani flubendazolu byla u jehnat zvysSena aktivita né¢kterych
biotransformacnich enzymt. Ale prakticky nejsou tyto zmény tak velké, aby terapii

negativné ovlivnily (Bartikova et al. 2010a).
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Obrazek 7 Flubendazol a jeho metabolity (a) (Danaher et al. 2007)

Flubendazol se v 1.fazi biotransformuje redukci karbonylové skupiny na
hydroxylovou nebo hydrolyzou postranniho fetézce.
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Obrazek 8 Flubendazol a jeho metabolity (b) (Vokial et al. 2012)

Druhou fazi biotransformace je hlavné konjugace s glukosou. Konjuguje se jak
parentni latka (N-glukosidace), tak i redukovany metabolit (O-glukosidace).

3.5 Rezistence na anthelmintika

Anthelmintika jsou jedinym moZnym zplUsobem boje proti parazitujicim
helmintim, ktefi stoji za vyznamnou morbiditou i mortalitou lidi i zvifat (Cvilink et al.
2009a). Tasemnice i dalsi helminti mohou mit ale vyvinuty mechanismy, které je chrani

ptfed negativnim piisobenim anthelmintik i jinych xenobiotik (Bartikova et al. 2012).

Tasemnice zplsobuji vazné infekce, které postihuji lidi, stejné tak jako 1
mnozstvi zivoc¢iSnych druhii, a mohou zpusobit zdravotni 1 ekonomické ztraty. Pti
terapii cestodoz se vyuziva fada anthelmintik, nanestésti vSak jejich G€innost jiZ neni v
terapii nékterych cestodoz dostacujici (Bartikova et al. 2012).

Pochopeni rozvoje rezistence u parazitujicich helminti je zasadni pro
prodlouZeni uc€innosti soucasnych anthelmintik a rozvoj markeri pro monitorovani
rezistence. Také je uziteCné pii navrhovani novych chemoterapeutik tak, aby se

rezistenci piedchazelo (James et al. 2009).
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V piipad¢ anthelmintik aktivita enzymt metabolizujicich xenobiotika u helmintt

1 hostitele podstatné ovliviiuje uc¢innost farmakoterapie helmintoéz (Cvilink et al. 2009a).

3.5.1 Mechanismy vzniku rezistence

Rezistence na lé¢iva muze vzniknout nékolika zpiisoby: (i) zménou cilové
struktury 1éCiva, to znamend, Ze 1é¢ivo dale strukturu nerozpozna a je inaktivni, (ii)
zménou v metabolismu, ktery inaktivuje nebo odstrafiuje 1é¢ivo, pripadné brani jeho
aktivaci, (iii) zménou v distribuci 1é¢iva v cilovém organismu, kterd zamezuje ptistupu
1é¢iva na misto Gc¢inku, (iv) zmnozenim cilové struktury, které vede k ptekonani t¢inku

1é¢iva (Wolstenholme et al. 2004).

Vsechny eukaryotické buniky maji n€kolik detoxikacnich cest, které¢ preménuji
Skodliva xenobiotika na méné toxické slouceniny (James et al. 2009). Biotransformacni
enzymy timto zptsobem zeslabuji toxické piisobeni anthelmintik a dalSich xenobiotik, a

tim sniZuji 1 u€innost 1écby helmint6z (Bartikova et al. 2012).

Také dal$i mechanismy pfispivaji ke vzniku rezistence. Jednim z nich je
rezistence zprostiedkovand zvySenou expresi membranového proteinu zvaného
P-glykoprotein. U lidi export 1é¢iva z bunky zprostiedkovany P-glykoproteinem snizuje
intracelularni koncentraci dané latky, coz vede v podstaté k poddavkovani. Vzhledem
K tomu, Zze helminti maji funkéné podobny transportni protein, eflux 1é¢iva z buiiky

muze hrat v rezistenci helmintt svou roli (James et al. 2009).

Mnohé pokusy detekovat rezistenci u helminti jsou také zaméfeny na zménu
cilové struktury pro 1éCiva, ktera je dana zménami v sekvenci genomu. Hned nékolik
jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs) je spojeno s rezistenci, SNPs se miiZzou
objevit i po 1é¢bé chemoterapeutiky, a to genovou mutaci. SNPs mohou vést k zaméné
aminokyselin proteint cilové struktury 1éciva, a tak zménit afinitu lé€iva k jeho cili.
Takovéto zmény ovlivni odpovéd’ na 1é€ivo, coz zplsobi, ze 1é¢ivo je méné Ucinné
(James et al. 2009).

Experimenty ukazaly, ze se rezistence vyviji zpocatku pomalu, pak se ale rychle
stupiluje aZ na maximalni Groven. Je to dano ur€itym pocateCnim vyskytem
rezistentnich gent, ktery je nasledovan jejich kumulaci az na takovou uroven, ze se

1écba stava netspéSnou. Rezistentni geny jsou pfitomny v mnoha populacich helminti,
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navic vznikaji pouze jednoduchymi mutacemi. ProtoZe jsou rezistentni geny snadno
selektovany 1écbou, s kazdou 1écbou roste jejich frekvence v populaci. Pfistup
k managamentu rezistence vétSinou zahrnuje i sniZeni selekce poskytnutim moznosti

preziti citlivych genotypt, které mohou ,,ziedit* rezistentni geny (Sangster 1999).
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4 Biotransformace xenobiotik

Biotransformacéni enzymy slouzi ve vSech organismech jako u¢inné obrana pted
potencidlné nebezpecnymi uclinky xenobiotik (Vokial et al. 2012). I ptesto byly ale
enzymy metabolizujici 1éCiva u helmintd pomérné malo zkoumany (Bartikova et al.

2010D).

Vsechny zivé organismy se neustale dostavaji do kontaktu s xenobiotiky,
tj. s cizorodymi latkami, které neslouzi organismu ani jako zdroj energie ani pro syntézu
biomolekul. Typickymi xenobiotiky jsou IéCiva, potravinova barviva a aditiva,

kosmetické ptipravky a kontaminanty zivotniho prostiedi (Skalova et al. 2011).

Kazdé xenobiotikum, at’ uz je pfijaté zamérn¢ ¢i nechténé, ptredstavuje pro
organismus potencialni zatéz a nebezpeci. Proto maji organismy vyvinuté systémy,
kterymi xenobiotika metabolizuji. Obecnym principem metabolismu xenobiotik je
zmeéna struktury xenobiotika s cilem omezit jeho vstup do dalSich organti a tkani, snizit
jeho potencidlni toxicitu a usnadnit jeho eliminaci. Zménou struktury xenobiotika
vznikaji v organismu nové latky (metabolity), které maji odlisné fyzikalné-chemické

vlastnosti, jinou biologickou aktivitu a jiné chovéni v organismu (Skalové et al. 2011).

Ve vodé rozpustna xenobiotika v podstaté nepotiebuji byt metabolizovéana.
Mohou se vyloucit v nezménéné formé napiiklad moci, potem apod. Lipofilni
xenobiotika se mohou vyloucit zluci, ale tato forma exkrece neni z hlediska jejich
mozné reabsorpce ze stfeva pro organismus efektivni. Proto podléhaji metabolizaci,
jejimz cilem je jejich polarizace a nasledné vylouceni z organismu ledvinami (Legath
2004).

Béhem evoluce se u jednotlivych organismi vyvinulo mnoho detoxikac¢nich
mechanismi. Tyto procesy probihaji ve vSech zivych systémech a jsou dulezité pro
zachovani jedince, protoze pii velmi vysoké koncentraci nebo dlouhé dob€ plisobeni
toxické latky dochazi k ireverzibilnimu poskozeni organismu, a tim i k jeho zaniku
(Knejzlik et al. 2000).

Velky vyznam v obrané pied takovymi potencialné nebezpecnymi latkami maji
enzymy metabolizujici xenobiotika, tj. transportni proteiny a biotransformacni enzymy.

Transportni proteiny v plasmatickych membranach vyznamné reguluji prostup

xenobiotik do rtiznych orgdnt a tkani. Naptiklad transportni proteiny ve stfevni sténé
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aktivné ,,vyhazuji“ xenobiotika, kterd pronikla diftizi do stfevni buiiky, zpét do lumen
stieva, a tak omezuji vstup lipofilnich latek do organismu. Biotransformacni enzymy
méni chemickou strukturu xenobiotika s cilem omezit jeho vstup do dalSich tkani a
organi, omezit jeho interakci s biomakromolekulami a urychlit jeho eliminaci. Vznikly
metabolit tak byva vétSinou hydrofilngjsi nez parentni latka. Byva tak 1épe rozeznatelny
pro transportni a exkrecni systémy, ¢imz vétSinou dochazi k urychleni eliminace

(Skalova et al. 2011).

Metabolismus xenobiotik se rozd€luje do tii fazi. Prvni fazi metabolizace 1éCiv
predstavuji oxidacéni, redukéni a hydrolytické reakce. V této fazi jsou v molekule 1é¢iv
zavadény nebo odkryvany reaktivni a hydrofilni skupiny. Ve druhé fazi biotransformace
xenobiotika nebo jejich metabolity z prvni faze podstupuji konjugaci s endogenni
slouCeninou. Za tfeti fazi se potom povazuje aktivni transport xenobiotik, jejich
metabolitli nebo konjugatd pifes membrany zprostiedkovany specialnimi transportnimi

proteiny (Cvilink et al. 2009a).

4.1 |. faze biotransformace

V pribéhu prvni faze transformace dochazi zpravidla k zavedeni polarni funkéni

skupiny do zékladni molekuly xenobiotika (Kotlafova & Skala 2011).

Tyto reakce tedy modifikuji molekulu cizorodé latky tak, aby byla schopna
konjugace s aminy, kyselinami a alkoholy (II. faze detoxikace). Produkty téchto reakci
jsou latky mnohem Iépe rozpustné ve vode nez piivodni xenobiotikum, takze nedochazi
k jejich akumulaci v télnich bunikach, ale jsou vylouceny z téla ven (Knejzlik et al.
2000).

Mezi enzymatické biotransformujici reakce patii alifatickd a aromaticka
hydroxylace, epoxidace dvojné vazby, N-dealkylace, N-oxidace, deaminace, probihajici
Vramci nejznaméjSiho enzymatického systému cytochromu P450, ale i mimo n¢j
(oxidace aminti, dehydrogenace a dal$i). Nezbytnou souc¢asti enzymatickych oxida¢né-

reduk¢nich procest jsou kofaktory (Kotlafova & Skala 2011).
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4.1.1 Enzymy biotransformujici cizorodé latky oxida¢nimi reakcemi

Nejpocetnéjsi skupinou enzymi participujicich na oxidaci xenobiotik jako jsou
aromaty, fenoly, nitroaromaty, aromatické aminy a azobarviva jsou enzymy oznacované
jako oxygenasy (nebo hydroxylasy), a to jak ze skupiny monooxygenas, tak i
dioxygenas. Ob¢& skupiny enzymi pro svoji aktivitu vyzaduji molekulu kysliku a
pritomnost kofaktoru, ktery je schopny jej aktivovat. Jako kofaktory slouzi napft.
prechodné kovy (nejcastéji nehemové i hemové Fe) nebo flaviny (Stiborova et al.

2004).

Oxidativni metabolismus zprostfedkovavaji také priméarné antioxida¢ni enzymy
zahrnujici ~ peroxidasu,  glutathionperoxidasu,  Kkatalasu,  superoxiddismutasu,
thioredoxinreduktasu, cytochrome C peroxidasu nebo peroxiredoxiny. Piitomnost
helmintd v téle hostitele vede k aktivaci imunitniho systému hostitele a ke zvySené
produkci volnych radikalt, proto maji helminti fadu enzymd, které je pfed oxidanty
chrani. Tyto enzymy jsou pro parazita nezbytné pro to, aby byla udrZzena bunécna
redoxni rovnovdha a odstranény ROS? vznikajici jako duasledek pravé imunitni
odpovédi hostitele nebo jeho vlastniho metabolismu (Bartikova et al. 2010b). Systém,
ktery parazity chrani pfed oxidativnim stresem, je pochopen relativné dobte (Cvilink et

al. 2009a).

4111 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) hraji klicovou tlohu v metabolismu xenobiotik a jsou
rovnéZ vyznamnymi enzymy v metabolismu nékterych eobiotik. CYP jsou enzymy
vyjimecné nejen svym vyznamem, ale 1 po€tem substratli, poCtem katalytickych aktivit
a indukovatelnosti, vyskytuji se v neobvykle vysokém poctu isoforem (Skalova et al.

2011).

Oxidace zna¢ného mnozstvi xenobiotik v bakteriich, houbach, rostlindch, hmyzu
a obratlovcich je zprostiedkovana CYP. I pfes to, ze je monooxidasova aktivita CYPu
Vv piirod¢ Siroce rozsifena, pokusy detekovat je v helmintech byly po mnoho let

neuspésné a helminti byli povazovéani za vyjimecné organismy, které CYP postradaji.

® Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
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Tento ndzor se ale zménil s vyvojem genetické analyzy, kterd poskytla diikaz o tom, Ze
v genomu Caernorhabditis elegans existuji geny pro CYP. Genom C. elegans obsahuje
80 genu kodujicich CYP, které patii do rodiny CYP 35, a gen pro CYP reduktasu
(Cvilink et al. 2009a). Geny pro CYP byly také nalezeny v mitochondrialnim genomu
ektoparazitického komara Romanomermis culicivorax (Cvilink et al. 2009a, Azevedo &
Hyman 1993).

Typicka CYP-monooxygenasova aktivita, epoxidace aldrinu a deethylace
ethoxykumarinu, byla objevena i v mikrosomech isolovanych z L1l a L3 larev
H. contortus (Cvilink et al. 2009a, Kotze 1997). Vysoka aktivita CYP byla pozorovana i
v dospélcich Schistosoma mansoni (Cvilink et al. 2009a).

Byla prokazana i nizka aktivita aminopyrin N-dealkylasy u L1 a L2 larev
Heligmosomoides polygyrus. Aktivita tohoto enzymu byla inhibovana benzimidazolem,
inhibitorem CYPu, coz ukazuje na ucast CYPu v této reakci (Cvilink et al. 2009a,

Kerboeuf et al. 1995).

V dal$im experimentu byla prokdzdna zvySena toxicita rotenonu v piitomnosti
piperonylbutoxidu u dospélci a larev H.contortus a larev Trichostrongylus
colubriformis. U savcti a hmyzu je rotenon metabolizovan CYPem, piperonylbutoxid
(CYP inhibitor) sdm zadnou toxicitu vuc¢i helmintim nevykazuje. Synergismus
rotenonu a piperonyl butoxidu tak odpovida pfedpokladu, Ze CYP se v helmintech

ucastni detoxikace rotenonu (Cvilink et al. 2009a, Kotze et al. 2006).
Oxidativni cesty biotransformace zprosttedkované cytochromem P450 se ale u
parazitl diky snizené koncentraci kysliku v prostfedi stfeva zdaji byt méné dulezité

V porovnani s volné Zijicimi larvalnimi stadii (Cvilink et al. 2009a, Kotze et al 2006).

4.1.1.2 Peroxidasy

Peroxidasy jsou rozsdhlou nadrodinou hemoproteinti, které patii
Kk nejvyznamnéjSim intracelularnim enzymovym antioxidantim (Skalova et al. 2011).
Jsou vSak také skupinou enzymi, které jsou schopny oxidovat xenobiotika (Cvilink et

al. 2009a).

Peroxidasy redukuji peroxid vodiku (nebo jiné peroxidy) za soucasné oxidace

dalsi slouceniny (endogenni latky nebo xenobiotika). Funkci spolecnou pro vSechny
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peroxidasy je schopnost detoxikovat H-0., zatimco spektrum oxidovanych sloucenin je
velmi Siroké. Svou Sirokou substratovou specifitou se peroxidasy blizi

monooxygenasovému systému obsahujicimu cytochrom P450 (Stiborova et al. 2004).

Peroxidasy helminti byly studovany hlavné z hlediska jejich antioxidacni

aktivity (Cvilink et al. 2009a).

4.1.1.3 Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) jsou rodinou proteini skladajici se z enzymii,
které katalyzuji chemické reakce prostfednictvim vazaného kofaktoru flavinu (Cashman

1995).

U obratlovet je FMO dilezitym biotransformaénim enzymem katalyzujicim
oxidaci heteroatomu nukleofilnich xenobiotik (Cvilink et al. 2009a). FMO pfipojuji
molekulu kysliku na nerozpustné nukleofilni slouceniny s cilem zvysit jejich
rozpustnost, a tim 1 jejich vylucovani (Eswaramoorthy et al. 2006). Zdrojem redukénich
ekvivalentli pro jimi katalyzované reakce je NADPH. Katalyzuji oxidaci mnoha
organickych sloucenin s nukleofilnim heteroatomem i nékterych anorganickych iontl
(HS-, I-, CNS-) (Skalova et al. 2011). Prostfednictvim FMO muzZe dochazet k oxidaci
fady xenobiotik. Genom C. elegans obsahuje 5 gent kodujicich domnélé homology
FMO savci (Cvilink et al. 2009a).

4114 DalSi enzymy s oxidacni aktivitou

Alkoholdehydrogenasy katalyzuji oxidaci nejen ethanolu, ale 1 dalSich
primarnich a sekundarnich alkoholll za vzniku pfisluSnych aldehydt a ketonil. Jako
donor reduk¢nich ekvivalentl pfednostné vyuzivaji koenzym NADH (Skalova et al.

2011).

Aldehydy a ketony vzniklé oxidaci alkoholii byvaji velmi reaktivni. Jejich
naslednou detoxikaci oxidaci na karboxylové kyseliny nejcastéji katalyzuji
aldehyddehydrogenasy (ALDH). Tato Siroka nadrodina enzymut se vyskytuje jak

v cytosolu, tak i v mitochondriich a mikrosomech (Skalova et al. 2011).
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Krom¢ ALDH se na oxidaci aldehydi mohou podilet také aldehydoxidasy a
xanthinoxidasy. Tyto cytosolické enzymy jsou souhrnné oznacovany jako molybdenové
hydroxylasy, protoze obsahuji ve své molekule atom molybdenu. Katalyzuji oxidaci
fady eobiotickych i xenobiotickych aldehydti a N-heterocyklickych sloucenin (Skalova
etal. 2011).

4.1.2 Enzymy biotransformujici cizorodé latky redukénimi reakcemi

Reduké¢ni reakce participuji na biotransformaci xenobiotik v mensi mife nez
reakce oxidacni. S tim souvisi i skutecnost, Ze rovnéz enzymy katalyzujici redukéni
reakce jsou charakterizovany daleko méné. Jejich identifikace a charakterizace vSak

nabyvaji v posledni dobé na vyznamu (Stiborova et al. 2004).

Alkoholy, aldehydy a ketony jsou cCasto metabolizovany reduktasami
(dehydrogenasami). Tyto enzymy jsou klasifikovany do tii skupin: dehydrogenasy se
sttedné dlouhym fetézcem (MDR), dehydrogenasy s kratkym fetézcem (SDR) a
aldoketoreduktasy (AKR). Substraty reduktas nejsou pouze xenobiotika, ale také
nckolik endogennich slou€enin. Redukce je méné cCastd biotransformacni cesta nez
oxidace, ale u ketontl, aldehydu, chinond, nitroslou¢enin, N-oxida a S-oxidi predstavuje

redukce hlavni metabolickou cestu (Cvilink et al. 2009a).

Metabolismus redukénimi reakcemi je hlavni metabolickou cestou sloucenin
nesoucich karbonylové skupiny. Homogenat Hymenolepis diminuta G¢inné redukoval
nekolik aldehydd, preferovanym kofaktorem této reakce pii tom bylo NADPH. Na
druhou stranu u této tasemnice nebyla detekovana redukce xenobiotickych ketoni

(Cvilink et al. 2009a, Munir & Barrett 1985).

Tak jak redukce karbonylové skupiny predstavuje hlavni deaktivacni cestu, ktera
chrani organismus pfed toxickymi G€inky reaktivnich aldehydi a ketonil, vyznamna
aktivita enzymu redukujicich karbonyly mtze také pomoci H. contortus neutralizovat

ucinek anthelmintik nebo dalSich xenobiotik nesoucich karbonylovou skupinu (Cvilink
et al. 2008a).

Redukéni  biotransformace je dulezitou cestou metabolizace azo- a

nitrosloucenin. Tento typ metabolizace byl detekovan u nékolika druhd helmintd.
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A. lumbricoides a M. expansa jsou schopné redukovat aromatické nitroslouceniny,

azobenzen, azobarviva a sulfoxid (Cvilink et al. 2009a, Precious & Barrett 1989).

413 Enzymy biotransformujici cizorodé latky hydrolytickymi

reakcemi

Enzymy ze tfidy hydrolas katalyzuji Stépeni latky za ucasti vody. Jsou to
enzymy tvofené pouze polypeptidovym fetézcem, neobsahuji zadnou prostetickou
skupinu a nevyuzivaji zadné kofaktory. Nejcastéji se jednd o adici vody na estery,
amidy a epoxidy. Také n€které metabolity druhé faze biotransformace (napt. konjugaty
S glutathionem, sulfatem, kyselinou glukuronovou) mohou byt hydrolyzovany zpét na

puvodni 1é¢ivo (Skalova et al. 2011).

Hydrolasy byly biochemicky detekovéany i1 u parasitickych helminti (Bartikova
et al. 2010b). Parazité se zdaji byt dobfe vybaveni esterasami, zahrnujicimi fosfatasy
schopné hydrolyzovat nitrofenylfosfaty a organofosfaty. A. lumbricoides a M. expansa
maji  esterasy schopné hydrolyzy nitrofenyl-, p-aminobenzoyl-, naftyl-,
metylumbelliferyl esteru a akrylamidt (Cvilink et al. 2009a). Homogenat H. diminuta
hydrolyzoval fadu organickych fosfatt, sulfati a esterd (Cvilink et al. 2009a, Munir &
Barrett 1985).

4.2 |l. faze biotransformace

Druhd faze biotransformace se nazyvd konjugacni nebo téZ synteticka
(Kotlarova & Skala 2011). Sloucenina, ktera vstupuje do konjugacni reakce, musi mit
ve své molekule skupinu vhodnou pro reakci s konjugacnim cinidlem za vzniku
stabilniho produktu. Tato skupina je bud’ v xenobiotiku obsazena, nebo se vytvoii v

prvni fazi biotransformace (Knejzlik et al. 2000).

Dochazi v ni k interakci vzniklého biotransforma¢niho meziproduktu z prvni
faze s tzv. konjugacnim ¢inidlem, vysledkem ¢ehoz je zpravidla latka velmi polarni,
disociovana v prostfedi bunééného pH. Vysledny produkt téchto dvou kroki jiz neni

schopen se reabsorbovat, a je proto vyloucen z organismu (Kotlafova & Skala 2011).
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Konjugacni cinidlo je latka organismu vlastni (glycin, glutamin, glutathion,
kyselina glukuronova, kyselina octova a kyselina sirovd). Mezi enzymy podilejici se na
druhé fazi biotransformace fadime UDP-glukuronyltransferasu, sulfotransferasu,
glutathion-S-transferasu, N-acetyltransferasu. Zajimavosti je, Zze né&které z téchto
enzyml vykazuji geneticky polymorfismus, tzn. geneticky danou predispozici

k funk¢nosti téchto enzymu (Kotlafova & Skala 2011).

4.2.1 Konjugace s glutathionem

Glutathion hraje dtlezitou roli v bunéném metabolismu, tudiz i v metabolismu
xenobiotik (Legath 2004). S glutathionem jsou vétSinou konjugovany elektrofilni
slou€eniny (Cvilink et al. 2009a).

Glutathion je v bunce katalyzovany fadou isoenzymi znamych pod nazvem
glutathion-S-transferasy (GST). GST katalyzuji reakci mezi glutathionem a alifatickymi
a aromatickymi epoxyslouceninami, stejné tak i s alifatickymi a aromatickymi halogeny

(Legath 2004).

Kofakterm je endogenni tripeptid glutathion, ktery je v organismu syntetizovan
z aminokyselin glutamatu, cysteinu a glycinu (Skalova et al. 2011). Vyskytuje se ve
dvou formach, v redukované formé jako thiol (GSH) a oxidované formé jako disulfid

(GSSG) (Knejzlik et al. 2000).

Thiolova skupina cysteinu proptjcuje GSH slab& nukleofilni vlastnosti, diky
¢emuz je GSH schopen vytvaiet konjugaty s xenobiotiky ¢i ¢astéji s jejich metabolity,
které maji elektrofilni vlastnosti. GSH konjugaty jsou bud’ ztéla vylouceny Zluci
(Skélové et al. 2011), nebo se dale hydrolyzuji za sou¢asného uvolnéni glutamylovych a
glycinovych zbytku. Nasleduje N-acetylace za pomoci enzymu acetyltransferasy.
Koneénym produktem jsou merkaptoderivaty kyseliny mocové, které jsou dobie

rozpustné ve vodé a lehko vylucitelné moci (Legath 2004).

GST je pfitomna ve vSech tkani, ale zejména v jatrech (Legath 2004). Byla
nalezena v cytosolu a mikrosomech jaternich buné€k (Knejzlik et al. 2000).
Aktivita GST je rovnéZz zapojena do ochrany tkané pied posSkozenim

zpusobenym tvorbou reaktivnich peroxidd, vzniklych bud’ cinnosti endogenniho

metabolismu parazita, nebo imunitniho systému hostitele (Cvilink et al. 2009a).
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Aktivita GST byla detekovana v fadé helmintl, zda se byt jejich hlavnim
detoxifikatnim enzymem (Brophy et al. 1989). V relativné¢ vysokém mnozstvi je
obvykle v cytosolu (Brophy et al. 2012). Mezi tyto helminty patii skrkavky, motolice a
tasemnice. Nejvyssi aktivita byla zjiSténa u tasemnic, aktivita se zda byt vyssi u
helmintd zijicich ve stfevé nez u téch zijicich v krvi nebo ve tkanich. Jedna se napt. o
F. hepatica, S. mansoni, Schistosoma japonicum, A. lumbricoides a A. suum, Onchocera
volvulus, H. diminuta, Taenia solium, Echinococcus granulosus i M. expansa a dalsi.

Vzdy se vyskytuje v nékolika riznych isoformach (Cvilink et al. 2009a).

4.2.2 Konjugace s kyselinou glukuronovou

Nejvyznamnéj$i konjugacnim systémem je vazba biotransformovaného

xenobiotika na derivaty Kyseliny glukuronové (Legath 2004).

Kofaktorem glukurodinace je UDP-glukuronova kyselina (UDP-GA), ktera je

Vorganismu  tvofena oxidaci ~ UDP-glukosy = za  katalyzy = enzymem

UDP-glukosadehydrogenasou (Skalova et al. 2011).

Glukurodinaci podléhaji slouc¢eniny obsahujici nukleofilni heteroatom (O,N,S).
Typickymi substraty jsou alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny tvotici O-glukuronidy,
aminy a amidy tvofici N-glukuronidy a thioly pro tvorbu S-glukuronidti. Vzacné mohou

nékteré slouceniny vytvaret i C-glukuronidy (Skalova et al. 2011).

Reakci katalyzuje UDP-glukuronyltransferasa (UGT) (Knejzlik et al. 2000),
membranovy enzym hladkého endoplasmatického retikula (mikrosomtl). UGT je
¢lenéna do rodin a podrodin podle aminokyselinové sekvence (Skalova et al. 2011).
Podobné jako u CYP 450 jsou jednotlivé isoformy UGT indukovény jednotlivymi
skupinami latek (Knejzlik et al. 2000).

4.2.3 Sulfonace, acetylace, methylace

Pti sulfatové konjugaci dochédzi k esterifikaci hydroxylované slouceniny
kyselinou sirovou. Do reakce vstupuji hlavné fenoly, alkoholy, katecholy a
hydroxylaminy. Vstupujici sulfat je v aktivované formé (3-fosfoadenosin-5-fosfosulfat).

Z hepatocyti byly izolovany c¢tyii sulfotransferasy, které nejsou indukovany
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xenobiotiky. Tato reakce je CasteCnou alternativou ke glukuronidaci (Knejzlik et al.

2000).

Sulfonovany byvaji Casto metabolity vznikl¢é naptf. hydroxylaci, redukci
karbonylu, N-dealkylaci apod. v prvni fazi biotransformace. Produkty sulfonace,
organické sulfaty, jsou latky polarni, snadno eliminovatelné moci nebo zluc¢i. Nekteré
sulfaty jsou nestabilni a podléhaji hydrolyze za vzniku reaktivnich elektrofilnich
sloucenin, které mohou vytvaret adukty s DNA a vyvolat karcinogenezi (Skélova et al.

2011).

Acetylace predstavuje dulezitou metabolickou cestu pro latky obsahujici
aminoskupinu. Reakci katalyzuje N-acetyltransferasa, ktera se vyskytuje v cytoplazmé
ve dvou riiznych formach, které podléhaji odlisné regulaci (Knejzlik et al. 2000).
Donorem acetylové skupiny je acetylkoenzym A, ktery je zakladni molekulou
intermediarniho metabolismu zivin, a tudiz se v organismu vyskytuje v relativné
hojném mnozstvi. Vzniklé aromatické acetamidy jsou vétSinou vyluCovany moci

(Skélové et al. 2011).

Byla dokazana schopnost Brugia pahangi katalyzovat biogenni aminy jako je
serotonin, oktopamin a dopamin, a to N-acetylaci. Tato enzymaticka reakce vyzaduje
adici acetyl-CoA. Detekovana byla také aktivita N-acetyltransferasy u Ascardia galli,
coz naznacuje moznost acetylace xenobiotik u tohoto helminta. Z A. suum byl izolovan
cytosolicky enzym, ktery v pfitomnosti acetyl-CoA katalyzuje acetylaci diamint.
Acetylace béZné se vyskytujicich biogennich amint byla popsana také u F. hepatica a
C. elegans (Cvilink et al. 2009a, Isaac et al. 1990).

Nejmensi vyznam pro biotransformaci xenobiotik ma methylace (Knejzlik et al.
2000). Methylova skupina mlize byt navdzana ptes kyslik, dusik nebo siru (Skalova et
al. 2011). Methyltransferasy ptenasi methyl z S-adenosylmethioninu na vhodny
substrat. VSechny methyla¢ni reakce probihaji v cytosolu hepatocyti a buiikach
nervového vldkna (Knejzlik et al. 2000). Methylace je v podstaté jedinou konjugacni

reakci, pfi které dochazi k zvyseni lipofility slouc¢enin (Skalova et al. 2011).
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4.2.4 Konjugace se sacharidy

Nejcastéjsi sacharid vystupujici v konjugacnich reakcich je glukosa. Do reakce
vstupuje ve form¢ UDP-glukosy za vzniku B-glukosidu. Pfesna tkanova lokalizace
reakce neni doposud znadma. Nékteré dusikaté latky jsou konjugovéany s hydroxylovou

skupinou ribosy za vzniku N-ribosidi (Knejzlik et al. 2000).

Konjugace toxinl s glukosou se vyskytuje hlavné u rostlin, u zivocichit méng,
nicmén¢ u nékterych parazitickych nematod byla zjisténa, a to diky glukosidim
albendazolu produkovanymi C. elegans (Brophy et al. 2012). Dale byly zjistény
glukosové konjugaty FLU u Haemonchus contortus (Voktal et al. 2012).

4.3 lll. faze biotransformace

Posledni, treti fazi biotransformace xenobiotika je jeho aktivni transport
prostiednictvim transmembranového pifenaseCe ven zbunééného prostiedi do
mezibunééného prostoru (Kotlafova & Skala 2011), protoze hydrofilni konjugat nebo
metabolit neni schopen samovolné piechazet ptes lipidovou dvojvrstvu (Cvilink et al.
2009a). PfenaSece (transportéry) jsou proteiny lokalizované v membrané (nejcastéji

cytoplasmatické) (Skalova et al. 2011).

Jsou rozliSovany hlavni dva druhy transportér: transportéry importujici
xenobiotika do buriky a transportéry exportujici xenobiotika nebo jejich metabolity ven
z bunky. Pti¢emz druhy typ transportéru je studovan mnohem vic, vzhledem k jeho
vyznamu pro rezistenci. Hlavni skupinou exportujicich transportérii jsou ATP-binding

cassette (ABC) transportéry (Cvilink et al. 2009a).

V metabolismu xenobiotik zprosttedkovavaji ABC prenasece aktivni eflux jak
lipofilnich xenobiotik, které piechazi pies cytoplasmatickou membranu, tak i
hydrofilnich metaboliti a konjugétt, které jsou vytvotfeny v prubéhu biotransformace

prostiednictvim biotransformacnich enzymt (Cvilink et al. 2009a).

V genomu C. elegans byla nalezena rozsahld skupina 60 gend kodujicich
proteiny obdobné ABC pfenaseclim. Vyzkum lékovych transportérti je zaméfeny hlavné
na P-glykoprotein, coz je nejzndméjsi transportér a hlavni efluxni pumpa zapojena do
metabolismu xenobiotik (Cvilink et al. 2009a). Na zakladé¢ shromazdénych dtikaza se

zda, ze P-glykoprotein je nejdilezitéjSim efluxnim transportérem podilejicim se na
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farmakokinetice 1¢é¢iv. Jednd se o primarni jednosmérny transportér ziskavajici energii

Z hydrolyzy ATP (Skalova et al. 2011).

Prvni P-glykoprotein popsany u helminti byl identifikovan u C. elegans, poté
byly geny pro P-glykoprotein nalezeny i u fady motolic (napi. S. mansoni, F. hepatica)

a hlistic (H. contortus a Onchocerca sp.) (Cvilink et al. 2009a).

Mnoho transportnich proteinli zprostfedkovava hlavné transport eobiotickych
substratti, avSak néckolik desitek membranovych proteinii transportuje pievazné
xenobiotika. Rada transportéri endogennich substrati vsak soudasné transportuje
nékterd xenobiotika na zaklad¢ strukturalni podobnosti s endogennimi substraty

(Skélové et al. 2011).

P-glykoprotein (ABCB1) je povaZovan za soucast detoxika¢niho systému, jehoz
hlavni ulohou je eliminace lipofilnich latek z téla. Tuto ptedstavu podporuje predevsim
skuteCnost, ze geneticky manipulované mysi kmeny postradajici mysi homology
P-glykoproteinu jsou zivotaschopné bez projevii patologickych zmén, avsak jsou
citlivejsi k toxickému poskozeni xenobiotiky (Kotlafova & Skala 2011).

Celkové se ve vSech tfech fazich biotransformace jedna o proces energeticky
velmi naro¢ny. Tyto energeticky dependentni procesy jsou zcela zavislé na spravné

funkci mitochondrii, resp. dychacim fetézci a Krebsové cyklu (Kotlafova & Skala
2011).
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Experimentalni ¢ast

5 Cil prace

Cilem této prace bylo stanovit schopnost tasemnice ov¢i (Moniezia expansa)
biotransformovat anthelmintika albendazol (ABZ), flubendazol (FLU) a mebendazol
(MBZ). Dalsim cilem bylo stanovit aktivitu biotransformacnich enzymu, které se

biotransformace ucastni.

Konkrétné lze cile prace shrnout takto:

e Stanovit biotransformaci ABZ, FLU a MBZ v invitro experimentech,

tzn. po inkubaci subcelularnich frakci s roztoky anthelmintik.

e Stanovit biotransformaci ABZ, FLU a MBZ v ex vivo experimentech,

tzn. po inkubaci zivych tasemnic v roztocich anthelmintik.

e Na zdklad€ danych metodik stanovit aktivitu biotransformac¢nich enzym

(oxidacnich, redukénich a konjugacnich).
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6 Biologicky material, chemikalie, pristroje

6.1 Biologicky material

Tasemnice byly ziskany proplachovanim stiev ovci fyziologickym roztokem.
Nasledné byly jesté¢ nckolikrat oplachnuty fyziologickym roztokem a pfemistény na
Petriho misku s PBS pufrem. Na piipravu subcelularnich frakei z tasemnic byly pouzity
prvni 2/3 strobily se scolexem, které byly ulozeny v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C
(Jouan VXE Series Thermo Scientific) az do zpracovani frakci (viz kap. 7.2).
Tasemnice pro exvivo inkubaci byly po oplachnuti fyziologickym roztokem jesté
oplachnuty PBS pufrem s ptidavkem antibiotik (penicilin 6 mg/ml, streptomycin 10
mg/ml), v tomto roztoku byly ponechany v inkubatoru cca 15 minut. Dal§im krokem

byla inkubace v médiu s anthelmintiky (viz kap.7.5).

6.2 Chemikalie

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (Fluka)
4-pyridinkarboxaldehyd (Aldrich)
Albendazol (Sigma)

Acenaftenol (Aldrich)

BCA (Sigma)

Daunorubicin (ptipravek Daunoblastina, drzitel rozhodnuti o registraci Pfizer

Europe MA EEIG)

EDTA (Sigma)

Flubendazol (Toronto Research Chemicals)
Glukosa-6-fosfat (Sigma)

Glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (Sigma)
Glutathion oxidovany (Koch-Light Laboratories)
Glutathion redukovany (Fluka)

Mebendazol (Fluka)

40



Menadion (Sigma)
Metyrapon (Fluka)
n-oktylamin (Aldrich)
NADP" (Merck)

NADPH (Merck)

OPD (Sigma)

p-nitrofenol (Fluka)

PBS (Sigma)

Resorufiny (Sigma-Aldrich)
SOD Assay Kit-WST (Dojindo Molecular Technologies)
Thiobenzamid (Fluka)

UDP-glukuronova kyselina (Sigma)

Dalsi bézné chemikalie byly pouzity v té nejvyssi kvalit¢ (od firmy Fluka,

Kulich, Penta, Sigma a dalSich).

6.3 Pristroje
Analytické vahy Scaltec SBC 31
Beckman Coulter Avanti J-301 Centrifuge
Centrifuga Eppendorf 5415D
Concentrator Eppendorf 5301
Digitalni pH-metr Thermo Orion model 410
Eppendorf Thermomixer comfort
Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge
HPLC chromatograf Shimadzu

IKA MS2 Mini Shaker
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IKA Vortex Genius 3

Jouan VXE Series Thermo Scientific
Pistovy homogenizator Potter — Elvehjem
Spektrofluorimetr Perkin Elmer LS 50B
Tecan Infinite M 200

UV-VIS spektrofotometr HELIOS B
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7 Pracovni postup

7.1 Priprava pufru

0,1 M fosfatovy pufr (pH 6,5, pH 7,4)

0,1 M NagHPO4.12 H,O  (Mr =358,14) byl smisen s 0,1 M NaH,PO,4.2 H,O
(Mr =156,01) v takovém pomeéru, aby byla ziskana potiebna hodnota pH.

60 mM sodno-draselny fosfatovy pufr (pH 7,4)

60 mM Na;HPO4.12 H,0 byl smisen s 60 mM KH,PO, v takovém poméru, aby
byla ziskdna potiebna hodnota pH.

0,1 M draselno-fosfatovy pufr (pH 6,0, pH 7,0, pH 7,4, pH 8,0)

0,1 M K;HPO,4 byl smisen s 0,1 M KH,PO,4 v takovém poméru, aby byla ziskana
potifebna hodnota pH.

0,2 M TRIS-HCI pufr (pH 8,5)

0,2 M roztok tris(hydroxymethyl)aminomethanu  (TRIS; Mr=1211) v
redestilované vodé, pH bylo upraveno pomoci 0,2 M kyseliny chlorovodikové (HCI).

0,1 M TRIS-HCI pufr (pH 8,9)
0,1 M roztok TRISu v redestilované vodé, pH bylo upraveno pomoci 0,1 M HCI.
0,275 M TRIS-HCI pufr (pH 7,4)

0,275 M roztok TRISu v redestilované vodé, pH bylo upraveno pomoci
1 M HCI.

50 mM TRIS-HCI pufr s 0,1% Tritonem X-100 (pH 8,0)

50 mM roztok TRISu v redestilované vodé, pH bylo upraveno pomoci 1 M HCI,

tento roztok byl smisen s Tritonem X-100.

7.2 Priprava subcelularnich frakci

Subcelularni frakce byly ziskany z tasemnic uchovanych v hlubokomrazicim
boxu. Biologicky material (rozvazen po 5,5 g) byl vpraven do 30 ml homogenizatoru

s 10 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru o pH 7,4 a zhomogenizovan pohybem pistu

43



nahoru a dolu. Pist a homogenizator byly vyplachnut dalsimi 10 ml pufru.

Zhomogenizovany material byl prelit do centrifugacnich kyvet.

Kyvety s homogenatem byly umistény do centrifugy Heraeus s rotorem #3335 a
sto¢eny na 5000 G po dobu 20 minut pti 4 °C (1.toceni). Peleta ztohoto toceni

obsahovala potrhané bunééné membrany, vazivo, cévy, jadra.

Supernatant z 1. to¢eni byl pfelit do Cistych kyvet a sto¢en ve stejném rotoru na
20 000 G po dobu 60 minut pii 4 °C (2. toceni). Peleta z tohoto toceni jiz obsahovala

mitochondrie (mit) a supernatant byl pouzit pro ziskani dal$ich frakci.

Peleta s mitochondriemi byla resuspendovana v 5 ml pufru a obsah doplnén do
vysky asi 2 cm pod horni okraj a znovu po dobu 60 minut sto¢en na 20 000 G pfi 4 °C
(3. toceni). Supernatant z tohoto toceni byl vylit a peleta resuspendovana v tolika
mililitrech pufru s 20% glycerolem, které odpovidaly jedné poloving¢ graml tasemnice
homogenizované v piislusné kyveté. Obsah kyvety byl slit do kadinky a
zhomogenizovan. Poté byl homogenat obsahujici mitochondrie pielit do Cisté kadinky

S michadlem a za stalého michani rozpipetovan po 300 pl do mikrozkumavek.

Supernatant z 2. toceni byl slit do centrifugaénich kyvet pro ultracentrifugu
Beckman. Kyvety byly vlozeny do rotoru a centrifuga spusténa na 105 000 G na dobu
65 minut pii 4 °C (4. toCeni). Supernatant z tohoto toceni obsahoval cytosol (cyt). Za

stalého michani na michacce byl po 1 ml rozpipetovan do mikrozkumavek.

Peleta ze 4. toceni byla resuspendovana v 5 ml pufru, obsah zhomogenizovan a
kyvety doplnény do vySky asi 2cm pod okraj a obsah byl znovu stoen na
v ultracentrifuze Beckman. Po stoCeni byl supernatant vylit a peleta obsahujici
mikrosomy (mik) byla zhomogenizovana v pufru s 20% glycerolem (mnozstvi pufru
v ml odpovidalo poloviné¢ grami zhomogenizovanych tasemnic). Tento homogenat byl
slit do cCisté kadinky a za stalého michani na michacce po 300 pl rozpipetovan do

mikrozkumavek.

Vsechny takto pfipravené frakce byly ihned zamrazeny na -80°C

V hlubokomrazicim boxu.
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7.3 BCA stanoveni bilkoviny

Principem tohoto stanoveni je reakce proteinl s Cu?* v alkalickém prostiedi.
Cu* touto reakci prechazeji na Cu®, které v prostiedi kolem pH 10 vytvaieji stabilni
modrofialovy komplex s bicinchoninovou kyselinou (BCA). Intenzita zabarveni je pak

pifimo imérnd mnozstvi bilkoviny. Absorbance tohoto komplexu se méii pifi 562 nm

(Smith et al. 1985).

Pouzité roztoky:
Roztok A: NaHCO3;, Na,CO3;, BCA v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4% CuSQO;, . 5H,0

Pracovni roztok C: roztok A se smisil s roztokem B v poméru 50 : 1

Pro stanoveni proteini ve frakci bylo nejdiive tteba vytvofit kalibraéni kiivku za
vyuZiti 1% roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA). Jednotlivé roztoky o danych

koncentracich pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny podle tabulky 1.

Tabulka 1 Priprava roztoki pro kalibraé¢ni kiivku

roztok koncentrace (pg/ml) roztok 1% BSA (ul)  redestilovana voda (ul)
i 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450
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Biologické frakce (cyt, mik, mit) byly pfed stanovenim 20x nafedény
redestilovanou vodou. Redéni bylo udélano dvakrat, z kazdého fedéni byly piipraveny

4 paralelni vzorky (tzn. 2x4 paralelni vzorky).

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 10 pl vzorku bilkoviny (biologické
frakce (mik, mit, cyt) a roztoky BSA pro kalibra¢ni kiivku) a 200 pl pracovniho
roztoku. Tato smés byla dobfe promichana a inkubovana pii 37 °C 30 minut. Po

inkubaci byla zméfena absorbance pii 562 nm na ¢teCce Tecan Infinite M 200.

Od namétfenych hodnot absorbance (A) byla odeCtena primérna hodnota
absorbance vzorki roztoku ¢.1, tzn. slepych vzorki (Ag), ¢imz byla ziskana vysledna

hodnota absorbance (Ayys).

Ansi = A— As 1)

Vysledné hodnoty absorbance byly nasledné zpramérovany a z nich byla
vytvorena kalibrac¢ni kiivka vyjadiujici zavislost absorbance jednotlivych vzorkl na

jejich koncentraci (ug/ml).

Podle ziskané rovnice pfimky

y=ax*Xx , kde )

y...hodnota absorbance
X...koncentrace roztoku kalibracni kiivky

a...koeficient,

a hodnot absorbance biologickych frakci byla dopocitana jejich koncentrace

bilkovin (Xyz).

Xz =Yyla (png/ml) 3)

46



Nakonec bylo zohlednéno ziedéni (D), ¢imz byla ziskana vysledna koncentrace

proteint ve frakci (cyy).

Cz=Xz*D (ng/ml) 4)

7.4 Biotransformace anthelmintik in vitro

Biotransformace anthelmintik in vitro byla stanovena po inkubaci biologickych
frakci (mik, mit, cyt) sroztoky anthelmintik, a to salbendazolem (ABZ),
mebendazolem (MBZ) a flubendazolem (FLU). Koncentrace parentnich latek i jejich

metabolitl byla detekovana pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).

Pouzité roztoky:

1 mMroztok substratu, tzn. ABZ (Mr=265,34), MBZ (Mr=294,29),
FLU (Mr = 313,29), v DMSO

3 mM roztok NADPH (Mr = 833,35) v redestilované vodé
0,1 M sodno-fosfatovy pufr (pH 7,4)
octan ethylnaty

koncentrovany amoniak

Do oznacenych mikrozkumavek byly napipetovany 3 pl roztoku substratu,
97 ul pufru a 100 pl roztoku NADPH a takto pfipravené mikrozkumavky byly umistény
do ledu. Poté bylo ptidano 100 ul biologické frakce (mik, mit, cyt) a mikrozkumavky
byly diikladn€ promichany.

Poté byly umistény do termostatu vyhtatého na 37 °C (Eppendorf Thermomixer
comfort) a pfi tfepani (500 RPM) inkubovany po dobu 30 minut. Po 30 minutach byla
inkubace ukoncena ochlazenim smési na 0 °C a piidanim 30 pl koncentrovaného

amoniaku.
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Po ukonceni inkubace bylo pfidano 700 pl octanu ethylnatého a smés byla
Sminut intenzivné tfepana na tiepatce (IKA Vortex Genius 3), poté byly
mikrozkumavky premistény do centrifugy (Centrifuga Eppendorf 5415D) a sto¢eny po
dobu 3 minut pifi 5000 otaéek/min. Po stoCeni byla horni vrstva (obsahujici
anthelmintika a jejich metabolity v octanu ethylnatém) pfenesena do Cisté
mikrozkumavky a extrakt byl odpaien v koncentratoru (45 °C, 20 minut). Suché vzorky

byly uchovavany v temnu a chladu.

Timto zplGsobem byly pfipraveny vzdy 3 paralelni vzorky pro kazdou
biologickou frakci, dale 3 paralelni slepé chemické vzorky (bez biologické frakce,
nahrazena pufrem) a 3 paralelni slepé biologické vzorky pro kazdou frakci (bez

substratu, se samotnym DMSO).

Pfred HPLC analyzou byly suché vzorky rekonstituovany ve 200 pl smési
acetonitrilu a pufru (ACN: 0,025 M KH,PO,=30:70). Tato smés byla 10 minut
protiepavana, na 5 minut vlozena do ultrazvuku a nakonec byl obsah pienesen do
inzertd pro HPLC. Na zaklad¢ shody retencnich ¢asti a velikosti piki byly s pomoci
kalibra¢ni kiivky metabolity identifikovany a byla stanovena jejich koncentrace
(ABZ-SO, ABZ-SO,, MBZ-R, FLU-R). Metodika pro HPLC stanoveni parentnich 1é¢iv
i jejich metaboliti je detailné popsana v jiz publikovanych ¢lancich (Cvilink et al.

2009b, Bartikova et al. 2012).

Prométenim vzorki na HPLC byla ziskdna hmotnostni koncentrace metabolitu
Vv jednotlivych frakcich (c). Vyslednd hmotnostni koncentrace (Cyys)) byla pak ziskana
odectenim namétfenych hodnot koncentrace slepych biologickych (Cgp) 1 chemickych

vzorkl (Cich).

Cwsl = C — Cslb — Cslch (ng/ml) (5)

Molarni koncentrace (Cmo)) byla ziskana vydélenim vysledné hmotnostni

koncentrace hodnotou molarni hmotnosti metaboliti (Mr).

Cuysl

Cmol = (nmol/ml) (6)

r
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Poté byla molarni koncentrace vynasobena celkovym objemem inkubacni smési
(V, ml), ¢imz byla ziskana hodnota latkového mnozstvi metabolitu (n) na pipetované
mnozstvi biologické frakce (Vg, ml). Dale bylo nutné zohlednit, Ze byl suchy vzorek
rekonstituovan pouze ve 200 ul smési ACN/pufr (puvodni objem mikrozkumavek byl
300 pl).

Cmol *V
n=

15 (nmol/0,1 ml E) @)

Tato hodnota byla poté pfevedena na latkové mnozstvi metabolitu (n;), které by

vzniklo pti pouziti 1 ml biologické frakce (E).

M= nsx* 1 (nmol/ml E) (8)

E

Poté bylo vyjadieno latkové mnozstvi metabolitu vzniklého za 1 minutu (n,), a

to vydélenim dobou inkubace (t).

Ne=— (nmol/min/ml E) 9)

Nakonec bylo zohlednéno mmnozstvi bilkovin (mp) Vv biologické frakei, a tim
ziskana vysledna hodnota specifické aktivity (a), coZ je mnozstvi metabolitu vzniklého

za 1 minutu a vztaZzeného na mnozstvi proteinll v biologicke frakci.

N2

a= — (nmol/min/mg proteinu) (10)
p
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7.5 Biotransformace anthelmintik ex vivo

Tasemnice byly po ziskani ze stiev ovci oplachnuty fyziologickym roztokem.
Ptedni casti tasemnic o délce cca 1 m byly po jednom rozdéleny do kadinek a
oplachnuty PBS pufrem s antibiotiky (penicilin 6 mg/ml, streptomycin 10 mg/ml),
Vv némz byly ponechany 15 min v inkubatoru (38 °C, 5% CO,).

Inkubace tasemnic probihala v kultiva¢nich lahvich v 20 ml média RPMI 1640
sroztoky anthelmintik (ABZ, FLU ¢ MBZ) o koncentraci 10 uM. Vysledna
koncentrace rozpoustédel nepiesahovala 0,1 % (ABZ byl rozpustén v methanolu, FLU a
MBZ v DMSO). Byly pfipraveny i dva typy slepych vzorki: slepé chemické vzorky
neobsahovaly biologicky materidl; ve slepych biologickych vzorcich byla misto roztokt
anthelmintik pfitomna pouze rozpoustédla. Tasemnice byly inkubovany v inkubatoru po
dobu 24 h. V ¢asovém intervalu po 2 h, 4 h a 8 h byl z jednotlivych kultiva¢nich lahvi
odebran 1 ml média. Po 24 h bylo odebrano veSkeré médium a tasemnice byly
3X oplachnuty PBS pufrem. Média i tasemnice byly uchovany pii -20 °C do zpracovani

na analyzu.

7.5.1 Stanoveni anthelmintik v homogenatu

7.5.1.1 Homogenizace tasemnic po inkubaci

K tasemnici inkubované 24 hodin Vv roztocich jednotlivych anthelmintik bylo
piidano pomérné mnozstvi pufru a smés byla zhomogenizovana. Po homogenizaci byl

zméfen celkovy objem homogenatu (viz tabulka 2).
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Tabulka 2 Priprava homogenatu

hmotnost tasemmice objem pufiu celkovy objem

(2) (ml) (ml)

ABZ 1 tasemnice 11,08 15 25,5

ABZ 2 tasenuuce 6,25 12 18.5
FLU 1.tasemmce 7,66 13 20

FLU 2 tasemmnice 10.18 15 25.5

MBZ 9.36 17 27,5

SLB (MeOH) 10.72 15 25.5

SLB (DMSO) 3.04 17 )75

2.tasenuuce

Homogenat byl nasledn€ pouzit pro stanoveni anthelmintik a jejich metabolitl

v tasemnici.

7.5.1.2 Stanoveni anthelmintik v homogenatu

U kazdého homogenatu byly stanoveny koncentrace anthelmintik a jejich
metaboliti ve 4 paralelnich vzorcich. Rovnéz byly analyzovany i 4 paralelni vzorky
homogenatu slepych biologickych vzorkli (tasemnice inkubované v médiu s Cistym

DMSO nebo MeOH).

Do mikrozkumavek bylo ke 300 ul homogenatu ptidano 30 ul koncentrovaného
amoniaku a 700 pl octanu ethylnatého. Tato smés byla 5 minut intenzivné protfepavana,
nasledné byly mikrozkumavky ptemistény do centrifugy (Centrifuga Eppendorf 5415D)
a stoceny pii 5000 ot./min po dobu 3 minut. Horni vrstva byla odebrana do ¢istych
oznacenych mikrozkumavek a odpatfena na koncentratoru (cca 20 min pii 45 °C). Suché

vzorky byly uschovany v temnu a chladu.
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Koncentrace anthelmintik a jejich metaboliti byly stanoveny na HPLC (viz kap.

7.4),ato v ng/ml.

Poté bylo nutné zohlednit objem nasttiku u kalibrace a vzorkt a také fakt, ze byl
suchy vzorek rekonstituovan pouze v 200 pl smési ACN/pufr namisto plavodné
pipetovaného objemu 300 pl. Nasledné byla tato hmotnostni koncentrace (Chm) vydélena

molarni hmotnosti (Mr), ¢imz byla ziskana hodnota molarni koncentrace (Cmol).

Chm
Crol = /1.5 (nmol/ml) (11)

r

Latkového mnozstvi (n) bylo ziskano vynasobenim hodnotou objemu

pipetovaného homogenatu (Viom; tzn. 0,3 ml).

N = Cmol *V hom (nmol) (12)

Nakonec bylo latkové mnoZzstvi (n) vztazeno na hmotnost tasemnice
v 0,3 ml homogenatu (mp3), a tim ziskana vyslednd hodnota latkového mnozstvi na

1 g tasemnice (Nyys).

Nwysl = — nmol/g tasemnice 13
Mos ( g ) (13)

7.5.2 Stanoveni anthelmintik v médiu

Pro stanoveni anthelmintik a jejich metabolitlh v médiu bylo médium odebirano
v priubéhu inkubace tasemnice v roztoku anthelmintik (ABZ v MeOH, MBZ v DMSO,
FLU v DMSO) v pfedem stanovenych intervalech, a to ve 2., 4., 8. a 24. hodin¢.
Zaroven byly pfipraveny i slepé biologické vzorky (inkubace tasemnice v samotnych

rozpou$tédlech (MeOH, DMSO), tzn. bez anthelmintika) a slepé chemické vzorky
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(inkubace s anthelmintikem, ale bez tasemnice), odkud odbér média probihal ve

stejnych intervalech.

Stanoveni probihalo stejnym zplsobem jako pfi stanoveni anthelmintik
V homogenatu, pouzito bylo 300 ul média (misto 300 pul homogenatu). Byly pfipraveny
3-4 paralelni vzorky média a 3 paralelni slepé biologické vzorky z kazdého intervalu

odebirani, dale 4 paralelni slepé chemické vzorky.

Koncentrace anthelmintik v homogenatu byla stanovena v ng/ml. Bylo nutné
zohlednit objem néstfiku u kalibrace a vzorki a také fakt, ze suchy vzorek byl
rekonstituovan pouze v 200 pl smési ACN/pufr namisto ptivodné pipetovaného objemu
média, tzn. 300 pl. Nasledné byla podle rovnice (11) tato hmotnostni koncentrace (Chm)
pfevedena na koncentraci molarni (Cyo; nmol/ml). Vysledna hodnota je udavana

v umol/l média.

7.6 Stanoveni aktivity oxidac¢nich enzym

7.6.1 Stanoveni aktivity katalasy

Principem tohoto stanoveni je tvorba zlutého komplexu, ktery vznika po reakci
molybdenanu amonného s peroxidem vodiku za katalytického piisobeni katalasy (CAT).

Jeho absorbance se poté méti na ¢teCece Tecan Infinite M 200 pii 405 nm (Goth 2003).

Pouzité roztoky:

65 MM roztok peroxidu vodiku (152,4 ul bylo doplnéno na 20 ml
60 mM sodno-draselnym fosfatovym pufrem (pH 7,4)

32,4 mM roztok molybdenanu amonného (0,8 g molybdenanu amonného

(NH4)6M07024.4H,0 bylo rozpusténo ve 20 ml redestilované vody)

60 mM sodno-draselny fosfatovy pufru (pH 7,4)

Toto stanoveni probihalo v mikrotitratni desticce, pfiCemz byla stanovena

absorbance vzorku, blanku 1, blanku 2 a blanku 3 pfipravenych podle tabulky 3.
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Tabulka 3 Priprava mikrotitracni desti¢ky pro stanoveni CAT

vzorek blank 1 blank 2 blank 3
100 pd H;04 100 pd HyO; 100 pl HyO4 100 pl pufru
100 ul
20 d frakce molybdenanu 20 pl pufiu 20 pl pufiu
amonneho

Inkubace 1 nunutu pin 37°C pi1 tiepani.

100 pul 100 pd 100 pd
molybdenanu ---- molybdenanu molybdenanu
amonného amonneho amonneho

1 nunutu nechat stat.

---- 20 ul frakce —--- ---

Do blanku 1 bylo 20 ul frakce napipetovano co nejrychleji a ihned potom

zmgéiena absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite M 200 pii 405 nm.

Aktivita katalasy byla vypocitana podle néasledujiciho vzorce:

U _ (Abll— sz) % 390 .
(A2 — Aviz) (umol/min/ml frakce) (14)

U...aktivita enzymu
A.;...absorbance vzorku
Api1...absorbance blanku 1
Ap2...absorbance blanku 2

Apjz...absorbance blanku 3

Vztazenim na mnozstvi proteinu (m,) V biologické frakci byla pak vyjadiena

specificka aktivita enzymu (Usp).

Usp = v (umol/min/mg proteinu) (15)

Mp
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7.6.2 Stanoveni glutathionreduktasové aktivity

Glutathionreduktasa (GR) je spolu s thioredoxinreduktasou (TrxR) dulezitym
enzymem, ktery hraje roli v obrané organismil pied oxida¢nim stresem. Zatimco u savcl
existuje jak TrxR i GR, u plosténci (Platyhelminthes) sdruzuje oba enzymy jeden
enzym — thioredoxinglutathionreduktasa (TGR) (Bonilla et al. 2008). Tato metoda

slouzi prave ke stanoveni glutathionreduktasové aktivity enzymu TGR.

Mectoda je zalozena na pieméné oxidovaného glutathionu (GSSG) na
redukovany glutathion (GSH) za soucasné oxidace NADPH (Bonilla et al. 2008,
Carlberg & Mannervik 1985).

Spotfeba NADPH byla zaznamenéavana jako pokles absorbance, ktery byl méfen
pii 340 nm po dobu 6 minut na pfistroji Tecan Infinite M 200. Stanoveni probihalo

Vv mikrotitra¢ni destiéce.

Pouzité roztoky:

0,1 M draselno-fosfatovy pufr (pH 7,0)

5 mM roztok EDTA (1,86 mg/ml redestilované vody, Mr = 372,24)
2,5 mM roztok NADPH (2,08 mg/ml redestilované vody, Mr = 833,35)

4 mM roztok GSSG (2,45 mg/ml redestilované vody, Mr = 612,63)

Do vSech jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 50 pl pufru,
40 ul EDTA, 50 pl GSSG, 10 ul NADPH a 50 pl biologické frakce (mik, mit, cyt). Ve
slepych vzorcich byla biologické frakce nahrazena pufrem, cytosolicka frakce byla pied
stanovenim 5x nafedéna. Absorbance byla méfena ihned po napipetovani pii 340 nm po
dobu 6 minut. Stanoveny byly 4 paralelni vzorky kazdé biologické frakce a 4 paralelni

slepé vzorky.

Z naméfenych hodnot byla odectena absorbance jednotlivych vzorkd za

1 minutu (A/min).

A(L.min)— A(4.min) (16)
3

A/min =
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Po odeéteni primérné hodnoty absorbance za 1 minutu slepych vzorkt (A/ming)

byla pak ziskana vysledna hodnota absorbance za 1 minutu (A/minyys).

A/min ws = A/ min— A/ min s (17)

U cytosolické frakce bylo zohlednéno zfedéni.

Pomoci molarniho extinkéniho koeficientu (enappn = 6,22 mM™t * Cm'l) byla

vypoc¢itana hodnota spotiebovaného NADPH za 1 minutu (c/min).

A/ min vsi
e*xd

c/min = (mmol/l/min) (18)

d...optické dréha

Vynasobenim koncentrace celkovym objemem v jamce (V;1) pak byla

vyjadiena aktivita enzymu (U;) V pipetovaném objemu biologické frakce (Vg, ml).
Ur=c/minxV (mmol/min) (19)

Z této hodnoty byla vyjadiena hodnota enzymové aktivity (U) v 1 ml biologické
frakce (E).

U= U1>1<i (mmol/min/ml E) (20)

E

Specificka aktivita enzymu (Usp) byla vypocitana podle rovnice (15).
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7.6.3 Stanoveni peroxidasy

Principem stanoveni aktivity peroxidasy je oxidace o-fenylendiaminu (OPD),
tato reakce probihd pouze V pfitomnosti peroxidu vodiku. Vysledny produkt
(2,2°-diaminoazobenzen) byl stanoven spektrofotometricky, jeho mnozstvi odpovida

aktivité peroxidasy.

Stanoveni probihalo v mikrotitracni desti¢ce, absorbance byla zméfena na ¢teCce
Tecan Infinite M200 pifi 490nm. Pro vypolet je tieba extinkéni

koeficient (e = 1,1 mM™cm™).

Pouzité roztoky:
50 mM TRIS/HCI pufr s 0,1% Tritonem X-100 (pH 8,0)

Substrat: Nejprve byl pfipraven 1 mM roztok peroxidu vodiku (H.0,), a to
doplnénim 5,86 ul 30% H,O, TRIS/HCI pufrem s0,1% Tritonem X-100 na 50 ml.
V 1 ml tohoto roztoku byla poté rozpusténa navazka 1,8107 mg OPD (Mr =181,07) za

vzniku 10 mM roztoku o-fenylendiamin dichloridu.

4 M roztok H,SO4 (55,06 ml 97% H,SO4 (Mr = 98,08, p = 1,8364 g/cm®) bylo

doplnéno redestilovanou vodou na 250 ml)

0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,4)

Pro stanoveni aktivity peroxidasy byly jednotlivé subcelularni frakce (mik, mit,

cyt) 5x nafedény fosfatovym pufrem.

Do kazdé jamky na desti¢ce bylo napipetovano 50 pl natedéné subcelularni
frakce a 50 pl substratu. Po promichani byla smés inkubovana pii 37 °C po dobu
30 minut. Poté byla reakce zastavena piidanim 25 pl4 M H,SO, multikanalovou

pipetou a nakonec zméfena absorbance na Ctecce Tecan Infinite M 200 pii 490 nm.

Vysledna absorbance (Avys) byla vypocitana podle rovnice (1) a latkové
mnozstvi (n) oxidovaného OPD v 10 pul frakce (tzn. 50 pl frakce 5x nafedénych; E)
vyjadfeno pomoci extinkéniho koeficientu (e¢=1,1 mM™em-!) a celkového objemu

v jamce (V).
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Asl
n=_—2

*\V (mmol) (21)
d*xg

d...opticka draha

Aktivita enzymu (U;) v pipetovaném objemu biologické frakce (Vg, ml) byla

ziskana vydélenim dobou inkubace (t).

(mmol/min/0,01 ml E) (22)

Nakonec byla podle rovnice (20) dopocitana aktivita enzymu v 1 ml biologické

frakce (U) a podle rovnice (15) specificka aktivita enzymu (Usp).

7.6.4 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

SOD, ktera katalyzuje dismutaci superoxidového anionu (O2) na peroxid vodiku

vvvvvv

Aktivita enzymu byla stanovena pomoci kitu SOD Assay Kit-WST. Jedna se o
nepiimé stanoveni vyuzivajici WST (sodna sul
(2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolia). Po redukci WST
superoxidovym aniontem vznika barvivo formazan, pficemZ mira jeho redukce souvisi
s aktivitou xanthinoxidasy (XO), na druhou stranu je ale tato redukce inhibovana praveé

superoxiddismutasou (viz obrazek 9).
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xanthine

Oz ji E 202 X WST-1 formazan
H20. -~ WST-1

20,

uric acid
| sop |

O, + H,0,

Obrazek 9 Vliv enzymu na vznik formazanu (SOD determitation kit 2012)

Absorp¢ni spektrum formazanu ma maximum pii 440 nm a mira absorbance
odpovidd mnozstvi superoxidu. Aktivitu SOD lze poté kvantifikovat jako pokles

absorbance.

Stanoveni probihalo na mikrotitracni destiCce.
Obsah kitu: WST Solution, Enzym Solution, Buffer Solution, Dilution Buffer

Pouzité roztoky:

Pracovni roztok WST (p-WST): 1 ml WST Solution byl ziedén 19 ml Buffer

Solution.

Pracovni roztok enzymu (p-enz): 15ul Enzym Solution byl smisen

s 2,5 ml Dilution Buffer

Do mikrotitracni desti¢ky byly roztoky napipetovany podle tabulky 4.
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Tabulka 4 Priprava mikrotitracni desti¢ky pro stanoveni SOD

vzorek blank 1 blank 2 blank 3
frakce 20 d 20l
dd Hx0* 20 20l
p-WST 200 ul 200l 200 pl 200 pud
redici pufr 20l 20l
p-enz 20 20d

% redestilovana voda

blank. . slepy vzorek

Takto pfipravend mikrotitrani desticka byla 20 minut inkubovéna pii 37 °C a

nakonec zmétena absorbance pii 450 nm.

Vysledna absorbance (Avysi) byla spocitana podle vzorce:

Awst = (AL— A3)—(AS — A2) (23)

AS...absorbance vzorku

Al...absorbance blanku 1
A2...absorbance blanku 2
A3...absorbance blanku 3

Dale byla spocitana absorbance formazanu vzniklého za minutu (A/min).

A/min = Avysl /t (24)

t...doba inkubace

Nakonec byla podle rovnic (18) az (20) za vyuziti extinkéniho koeficientu
(e = 37 000 M™*cm™) spocitana aktivita enzymu (U) a podle rovnice (15) specificka

aktivita enzymu (Usp).
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7.6.5 Stanoveni aktivity flavinové monooxygenasy (FMO)

Metoda je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni S-oxidu thiobenzamidu
(TBSO), ktery vznika oxidaci thiobenzamidu (TB) za katalyzy FMO. Aktivita FMO
odpovida vzrustu jeho absorbance. Prepocitanim na koncentraci za vyuziti molarniho
absorp¢niho koeficientu TBSO (g = 8,3 mM’lcm'l) a naslednym vztazenim na obsah

bilkoviny se vyjadii specificka aktivita enzymu (Usp).

Stanoveni probihalo v kyvetdch na spektrofotometru Helios f. Zméteny byly

3 paralelni vzorky vSech biologickych frakci a slepy vzorek kazdé frakce.

Pouzité roztoky:
0,1 M draselno-fosfatovy pufr (pH 8,0)

Substrat: 89 mM roztok TB, navazka 12,5 ul TB (Mr = 137,20) se rozpustila

v 1 ml acetonitrilu

NADPH — regeneraéni systém (RS): 24 mg glukosy, 8 mg NADP™, 400 pl pufru,
400 pl 0,1 M MgCly, 20 pl glukosa-6-fosfat dehydrogenasy), byl uchovavan v ledu

Acetonitril

0,42 M roztok n-oktylaminu v acetonitrilu (Mr = 129,25, p = 1,429), inhibitor
CYP

Do kyvety byla napipetovana frakce v takovém objemu, aby obsah bilkoviny byl
0,75 mg/ml (tzn. 83,9 pul mik, 87,4 ul mit, 250,8 ul cyt). Dale bylo napipetovano
25 ul RS a 12,5 pl pufru nebo inhibitoru CYP a smés byla vytemperovana na 35 °C.
Pak bylo pfidano 12,5 ul substratu (TB), ve slepych vzorcich byl nahrazen
12,5 ul acetonitrilu. Kyvety byly protiepany a ihned zméfena absorbance pti 370 nm po
dobu 7 minut.

Z naméfenych hodnot absorbance byla poté podle rovnic (16) az (20) dopocitana

hodnota aktivity enzymu (U) a podle rovnice (15) hodnota specifické aktivity (Usp).
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7.6.6 Stanoveni aktivity jednotlivych isoforem cytochromu P450

Metoda je zaloZena na piidani substratu, relativné specifického jen pro urcitou
isoformu P450 (viz tabulka 5), k biologické frakci. Kazda isoforma metabolizuje svij
specificky substrat na fluoreskujici produkt — resorufin, a tak je méfen piirtstek
fluorescence na spektrofluorimetru (Perkin Elmer LS 50 B), ktery vyjadiuje aktivitu
isoforem CYP.

Tabulka 5 Substraty isoforem CYP

Substrat Mr Isoforma cytochromu P450
CYP 1AL, casteéne 1A2
Ethoxyresorufi 241.2 g
R (ethoxyresorufin-O-deethylasa)
CYP1A2, ¢astecne 1A1
Methoxyresorufi 227.2 R
G Sl (methoxyresorufin-O-demethylasa)
3 CYP2B
Pentoxyresorufi 2833
Rt (pentoxyresorufin-O-dep entylasa)
I ) penty
1 ‘;‘:
Benzyloxyresorufin 303.3 CYE SN

(benzyloxyresorufin-O-dearylasa)

Pouzité roztoky:

Pufr: 0,1 M TRIS-HCI pufr (pH 7,4), udrZzovan v termostatu pti 37 °C
Kofaktor: 0,1 M roztok MgCl, (Mr = 95,21)

Substrat (viz tabulka 4): 0,5 mM roztok v DMSO

50 mM roztok NADPH v pufru (Mr = 833,35)

Standardni pridavek: 0,5 uM roztoku resorufinu (Mr = 213,19)

Nastaveni parametra spektrofluorimetru:
Vinové délky méteni: Aexcitacni = 530 nm, Aemisni = 585 nm

Excitaéni Stérbina: 10 nm
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Emisni §térbina: 20 nm
Michani: low

Celkovy ¢as méieni: 120 s
Teplota: 37 °C

Excitaéni filtr: cut off on

Emisni filtr: open

Do kyvety ve spektrofluorimetru bylo napipetovano 910 pl pufru,
50 ul kofaktoru, 25 ul biologické frakce a 5 ul substratu. Po 20 s temperovani bylo
pfidano 10 ul NADPH, ¢imz byla odstartovana reakce a fluorescence zacala linearné
stoupat. Po 100 s bylo pfidano 10 pl standardniho ptidavku resorufinu. Slepé vzorky

neobsahovaly frakci.

Z kiivky ze spektrofluorimetru pak byly odeCteny ndasledujici hodnoty:
smérnice (k), intenzita pted pfidanim standardniho pfidavku (A), intenzita po jeho
ptidani (B).

Od hodnoty smérnice byla odectena primérnd hodnota smérnice slepych vzorki

a vypocitana primérna hodnota A i B pro vSechny vzorky.

Nasledné byla podle vzorce (25), za vyuziti hodnot D =40, n=5 pmol,

spocitana aktivita enzymu (U).

U:

K _+n=D 60 (nmol/min/ml E) (25)

n...latkové mnozstvi standardniho ptidavku v 1 ml (5 pmol)
D...zfedéni frakce v reakéni smési (napf. pii pouziti 50 pl frakce je zfedéni 20)

60...prepocet na minuty

Podle rovnice (15) byla dopocitana hodnota specifické aktivity enzymu (Usp).
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7.7 Stanoveni aktivity redukénich enzymi

Stanoveni aktivity redukénich enzymi je zaloZzeno na proméfeni poklesu
absorbance NADPH. Ten je zptsobeny oxidaci NADPH na NADP® ve vzorku za
souCasn¢ redukce specifickych substrati pii 340 nm za laboratorni teploty (25 °C).
Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH/NADP®
(e =6270 I\/I'lcm'l) lze kvantitativné vyjadiit aktivitu reduktas. Jednotka enzymové
aktivity (U) je definovana jako oxidace 1 pmol NADPH/min pii 25 °C.

Pro stanoveni byl pouzivan 10 mM roztok NADPH pfipraveny rozpusténim

NADPH (Mr = 833,35) v redestilované vod¢.

Vyjimku predstavuje acenaftenol, u néhoz za piitomnosti NADP® dochézi

k dehydrogenaci a vznikajici NADPH byl zaznamenavan vzrustem absorbance.

7.7.1 Stanovani aktivity reduk¢nich enzymi pomoci

4-pyridinkarboxaldehydu

4-pyridinkarboxaldehyd (4-PC) je preferenéné redukovan aldoketoreduktasami
(AKR 1C a AKR 1A1) a 3a-hydroxysteroiddehydrogenasou (3a-HSD).

Toto stanoveni probihalo v kyvetach na spektrofotometru Helios f.

Pouzité roztoky:
0,1 M draselno-fosfatovy pufr (pH 6,0)

0,1 Mroztok 4-PC (ptipraven ziedénim 4-PC (Mr=151, p=1,122)

redestilovanou vodou)

10 mM roztok NADPH (Mr = 833,35)

Do kyvety bylo postupné napipetovano 970 ul pufru, 10 ul roztoku
4-pyridinkarboxaldehydu a 10 ul roztoku NADPH a kyvety uzaviené parafilmem byly
dikladn€ promichany. Poté bylo piidano 10 pl biologické frakce (mik, mit, cyt) a ihned

proméiena absorbance na spektrofotometru Helios B pii 340 nm v 0. — 4. minuté.
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Kazda frakce byla stanovena ve tfech paralelnich vzorcich, spektrofotometr byl

vzdy vynulovan na slepy vzorek, ktery obsahoval reakéni smés bez biologické frakce.

Takto byly ziskany hodnoty absorbance, ze kterych byla podle rovnic (16) az
(20) vypocitana hodnota aktivity enzymu (U) a podle rovnice (15) specificka aktivita
enzymu (Usp).

7.7.2 Stanoveni aktivity redukénich enzymii pomoci daunorubicinu

Daunorubicin je redukovan aldoketoreduktasou AKR 1A a

3a-hydroxysteroiddehydrogenasou (3a-HSD).

Absorbance NADPH vzorkli byla prométfena v kyvetdch na spektrofotometru
Helios .

Pouzité roztoky:
0,2 M TRIS-HCI pufr (pH 8,5)
10 mM roztok daunorubicinu (M r=527.52)

10 mM roztok NADPH

Do kyvety bylo postupné napipetovano 930 pl pufru, 10 pl roztoku
daunorubicinu, 10 ul roztoku NADPH a kyveta uzaviena parafilmem byla promichana.
Reakce byla odstartovana piidanim 50 pl biologické frakce (mik, mit, cyt). Po
promichéni byla ihned zmétfena absorbance na spektrofotometru Helios B pii 340 nm po

dobu 4 minut.

Stanoveny byly 3 paralelni vzorky kazdé biologické frakce. Jako slepy vzorek
byla pouzita reakéni smés bez enzymu, tzn. biologické frakce, ten byl pouzit na

vynulovani spektrofotometru.

Z namétenych hodnot absorbance byla nasledné podle rovnic (16) az (20)
ziskana hodnota aktivity enzymu (U) a podle rovnice (15) hodnota specifické aktivity
enzymu (Usp).
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7.7.3 Stanoveni aktivity karbonylreduktasy (CBR) pomoci

menadionu

Metoda je zalozena na inkubaci subcelularni frakce se substratem menadionem
(Maté et al. 2008). Biotransformace menadionu karbonylreduktasou je doprovazena
oxidaci NADPH, coz je =zaznamenavano jako pokles jeho fluorescence na

spektrofluorimetru.

Pouzité roztoky:
0,1 M draselno-fosfatovy pufr (pH 7,4), udrzovan v termostatu pii 37 °C
50 mM roztok menadionu (Mr = 172,18) v ethanolu

25 mM roztok NADPH (Mr = 833,35) v redestilované vodé

Nastaveni parametra spektrofluorimetru:

Vinové délky méteni: Aexcitacni = 380 nMm, Aemisni = 460 Nm
Excitaéni Stérbina: 5 nm

Emisni Stérbina: 5 nm

Michani: low

Celkovy €as méteni: 180 s

Teplota: 37 °C

Do kyvety bylo napipetovano 930 pl pufru, 10 plroztoku menadionu a
50 pul biologické frakce, poté zapnut zaznam spektrofluorimetru, po 50 s bylo pfidano
10 pul roztoku NADPH, ¢imz byla odstartovana reakce. NADPH je zaroven standardni
pridavek. Do slepych vzorkil nebyla biologicka frakce pfidana.

Zkiivky ze spektrofluorimetru pak byly odeCteny nésledujici hodnoty:
smérnice (k), intenzita pfed ptidanim NADPH (A), intenzita po pfidani NADPH (B).

Od hodnoty k byla ode¢tena pramérna hodnota k slepych vzorki a vypocitana

prumérna hodnota A i B pro vSechny vzorky. Nasledné byla podle rovnice (25), za

66



vyuziti hodnot D =20 a n=250nmol, spocitana aktivita enzymu (U) a podle
rovnice (15) hodnota specifické aktivity enzymu (Usp).

7.7.4 Stanoveni aktivity redukénich enzymii pomoci acenaftenolu

Acenaftenol je dehydrogenovan predev§im nasledujicimi enzymy, AKR 1C1,
AKR 1C2, AKR 1C3, AKR 1CA4.

Dehydrogenace acenaftenolu probiha za soudasné redukce NADP®, coZ je
principem tohoto stanoveni. Ptiristek NADPH byl zaznamenéavan na spektrofluorimetru

Perkin Elmer LS 50B.

Pouzité roztoky:

Pufr: 0,1 M TRIS-HCI pufr (pH 8,9), udrzovan v termostatu pii 37 °C
Substrat: 150 mM roztok acenaftenolu (Mr = 170,2) v DMSO
Koenzym: 100 mM roztok NADP" (Mr = 787,4) v redestilované vodé

Standardni pfidavek: 1 mM roztok NADPH (Mr = 833) v redestilované vodé

Nastaveni parametri spektrofluorimetru:

Vinové délky méteni: Aexcitacni = 340 nm, Aemisni = 480 nm
Excita¢ni Stérbina: 5 nm

Emisni $térbina: 5 nm

Michani: low

Celkovy ¢as meteni: 180 s

Teplota: 37 °C

Do kyvety ve spektrofluorimetru bylo napipetovano 970 ul pufru, 10 ul roztoku
acenaftenolu a 10 pl biologické frakce (slepé vzorky byly bez obsahu frakce). Takto
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pfipravend reakéni smés byla po 50 s ustalena, po té bylo pfidano 10 pl koenzymu
NADP" a ve 150. s 10 pl standardniho ptidavku NADPH.

Z kiivky ze spektrofluorimetru byly pak odecteny nasledujici hodnoty,
smérnice (k), intenzita pied piidanim NADPH (A), intenzita po piidani NADPH (B).

Od hodnoty smérnice byla odectena primérnd hodnota smérnice slepych vzorkl
a vypocitana prumérna hodnota A i B pro vsechny vzorky. Nasledné byla podle
rovnice (23), za vyuziti hodnot D = 100, n = 10 nmol, spocitana aktivita enzymu (U) a

podle rovnice (15) hodnota specifické aktivity enzymu (Usp).

7.7.5 Stanoveni aktivity redukénich enzymii pomoci metyraponu

Metyrapon je redukovan karbonylreduktasou (CBR), aldoketoreduktasou
z rodiny 1C (AKR 1C) a 11B-hydroxysteroiddehydrogenasou (118-HSD).

Stanoveni probihalo v kyvetach na pfistroji Helios .

Pouzité roztoky:
0,1 M draselno-fosfatovy pufr (pH 6,0)
0,1 M roztok metyraponu (Mr = 226) v redestilované vodé

10 mM roztok NADPH.

Do kyvety bylo postupné napipetovano 930 ul pufru, 10 ul roztoku metyraponu,
10 pl roztoku NADPH, po piidani kazdé slozky byla kyveta uzaviena parafilmem radné
promichana. Pfidanim 50 pl biologické frakce a promichanim byla reakce odstartovana
a ihned zmétena absorbance na spektrofotometru Helios B pti 340 nm po dobu 4 minut.

Vsechny biologické frakce byly stanoveny ve 3 paralelnich vzorcich.

Ve slepych vzorcich byla pouzita reakéni smés bez biologické frakce, na slepy

vzorek byl spektrofotometr vzdy vynulovan.

Podle rovnic (16) az (20) byla pak z absorbance ziskdna hodnota aktivity
enzymu (U) a podle rovnice (15) hodnota specifické aktivity enzymu (Usp).
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7.8 Stanoveni aktivity konjugaénich enzymu

7.8.1 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Principem stanoveni aktivity GST je spektrofotometrické stanoveni tvorby
S-2,4-dinitrofenylglutathionu za minutu pii pouziti 0,1 M 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu
(CDNB) a 0,1 M redukovaného glutathionu (GSH).

Pouzité roztoky:

0,1 M roztok 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (navazka 30,4 mg byla rozpusSténa
v 1,5 ml 95% ethanolu)

0,1 M roztok redukovaného glutathionu (navazka 46,1 mg byla rozpusténa

v 1,5 ml redestilované vody)

0,1 M fosfatovy pufr pH 6,5

Nejdiive byla v kadince piipravena reakéni smés, pricemz 1 mltéto smési

obsahoval 970 pl fosfatového pufru, 10 ul GSH, 10 ul CDNB.

Meéteni probihalo v UV-VIS transparentnich kyvetach, pficemz bylo do kazdé
kyvety napipetovano 990 ul reakéni smési, do 2 kyvet bylo ptidano 10 pul pufru (2 slepé
vzorky), do zbylych 5 kyvet 10 pulsubcelularni frakce (5 paralelnich vzorkw),
tzn. cytosolu (cyt), mitochondrii (mit) nebo mikrosomii (mik). Kyvety uzaviené

parafilmem byly protfepany.

Ihned po promichani byly kyvety umistény do UV-VIS spektrofotometru

Helios B a pii 340 nm byl sledovan nartst absorbance ve 4 po sobé jdoucich minutach.

Podle rovnic (16) az (20) byla pak zabsorbance ziskana hodnota aktivity
enzymu (U) a podle rovnice (15) hodnota specifické aktivity enzymu (Usp).

69



7.8.2 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) a
UDP-glukosyltransferasy (UGIcT)
Principem stanoveni UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) je

spektrofotometrické stanoveni premény p-nitrofenolu na p-nitrofenylglukuronid za

enzymov¢ katalyzy UGT.

Stanoveni probihalo v mikrotitracni desticce.

Pouzité roztoky:

Substrat: 0,556 mM roztok p-nitrofenolu (p-NF) (Mr= 139,11; navazka

1,16 mg byla pomoci ultrazvuku rozpusténa v 15 ml redestilované vody)

Konjuga¢ni ¢inidlo: UDP-glukuronova kyselina (UDP-GA) (Mr =631,38;

navazka 1,05 mg byla rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody)

Detergent: SLOVASOL (neionogenni detergent pro aktivaci UGT)

(50 mg detergentu bylo rozpusténo v 1 ml redestilované vody)
TRIS-HCI pufr pH 7,4
Stop roztok: 3% kyselina trichloroctova (TCA)

Neutraliza¢ni roztok: 1 M roztok hydroxidu sodného (NaOH)

Nejdiive bylo 100 ul biologické frakce (mik, mit, cyt) inkubovano s roztokem
detergentu po dobu 20 minut pii 4 °C v poméru 2 : 1 (protein : detergent).

Poté byla pripravena reakéni smés. Do mikrozkumavek v ledové lazni bylo
napipetovano 30 pul pufru, 30 ul p-NF a 30 ul UDP-GA a reakce byla zahajena piidanim
10 pl biologické frakce s detergentem. Mikrozkumavky byly uzavieny, promichany a

vlozeny do lazné 37 °C na 20 min.

Pro kazdou frakci (mik, mit, cyt) bylo pfipraveno S5 paralelnich vzorka a
3 paralelni slepé vzorky. Ve slepém vzorku byla UDP-GA nahrazena redestilovanou

vodou.
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Reakce byla ukoncena po 20 minutach pfemisténim mikrozkumavek z 1azné zpét
do ledu a pfidanim 50 plstop roztoku — TCA. Poté byl deproteinizovany roztok
3 minuty centrifugovan pii 5000 ot./min (Centrifuga Eppendorf 5415D).

Soucasné byl piipraven 100% p-NF, a to smisenim 30 ul p-NF, 30 ul pufru,
40 pl redestilované vody a 50 ul TCA.

50 p supernatantu z centrifugace bylo ptidano k 50 ul 1 M roztoku NaOH, ktery
byl pfedem pfipraven do jamek mikrotitratni desticky. Stejné tak bylo i do dalSich
8 jamek s 50 ul roztoku NaOH ptidano 50 pl 100% p-NF. Po zabarveni byla zméfena

absorbance nezreagovaného p-NF.

Od primérné hodnoty absorbance slepych vzorkli byla odedtena namétena

hodnota absorbance jednotlivych vzorka.

Avysl = Asl — sz (26)

Za pomoci znamych hodnot absorbance a latkového mnozstvi 100% p-NF
v reakéni smési bylo podle rovnic (27) a (28) vyjadieno i latkové mnozstvi p-NF

V reakéni smési vzorkd.

o Avysl =100

Acoosp - NF

(%) (27)

X...% vyjadteni absorbance zreagovaného p-NF (%) ve vzorku
Avysi...absorbance vzorku
Au1009% p-nr- . .absorbance vzorku se 100% p-NF

X*1N1006p - NF
n=——— mol 28
100 (nmol) (28)

n...latkové mnozstvi p-NF ve vzorku

N100% p-NF- - -1atkové mnozstvi vzorku se 100% p-NF (0.0167 pmol)
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Vydé¢lenim inkubaéni dobou (t) bylo poté podle rovnice (22) ziskdno latkové

mnozstvi p-NF zreagovaného za 1 minutu (wmol/min).

Dale byla za vyuziti rovnic (20) ziskana hodnota aktivity enzymu (U) a podle

rovnice (15) hodnota specifické aktivity enzymu (Usp).

Stejnym zplisobem byla stanovena i aktivita UGIcT.

UGIcT  katalyzuje  konjugaci  p-NF s UDP-glukosou za  vzniku
p-nitrofenylglukosidu.

Jako konjugacni Cinidlo bylo pouzito 30 ul roztoku UDP-glukosy, ktery byl
ptipraven rozpusténim 1,01 mg UDP-glukosy (Mr = 610,3) v 1,5 ml redestilované vody.
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8 Vysledky

8.1 Stanoveni bilkoviny

Obsah bilkoviny v tasemnici byl stanoven pomoci kalibracni kiivky za pouziti

hovéziho sérového albuminu (1% roztok BSA) jako standardu.

Nejdiive byla vytvofena kalibracni kiivka vyjadiujici zavislost absorbance

jednotlivych roztokit BSA na jejich koncentraci (viz obrazek 10), nasledné z ni byly

odecteny hodnoty koncentrace bilkovin v tasemnici.

0.8
07
06
05
04
03
0.2
0.1

Zavislost absorbance na koncentrace

y = 0,000732¢-

——Y

——Lineami

200 400 600 800 1000

c (Mg/ml)

1200

Obrazek 10 Zavislost absorbance roztoki BSA na jejich koncentraci

y...primérna hodnota absorbance (A) jednotlivych roztokii BSA stanovena z 8

méfeni

X...hodnota koncentrace (c) jednotlivych roztoki BSA v ng/ml

Vysledné hodnoty koncentrace bilkovin v biologickych frakcich jsou shrnuty

v tabulce 6.
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Tabulka 6 Hodnoty koncentrace bilkovin v biologickych frakcich

koncentrace (mg/ml)*®

nuk 039 +0.,304
nut 901 £0.,326
cyt 3.14 £0.,169

a » - . o - - v . ’ - ’
aritmeticky promeér z osnu méreni £ smeérodatna odchylka

mik (mukrosomy), nut (mutochondrie), cyt (cytosol)

8.2 Biotransformace anthelmintik in vitro

Biotransformace anthelmintik in vitro byla stanovena po inkubaci jednotlivych
biologickych frakci s roztoky anthelmintik (ABZ, FLU, MBZ). Na HPLC byla poté
stanovena koncentrace (ng/ml) anthelmintik i jejich metabolitd, ta byla nasledné

vyjadiena jako mnozstvi metabolitu vzniklé za 1 minutu na 1 mg proteinu.

Vysledné hodnoty jsou shrnuty v tabulce 7 a na obrazku 11.
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Tabulka 7 Vysledna koncentrace metaboliti anthelmintik (in vitro)

metabolit biologicka frakee koncentrace (pmol/min/mg proteinu)*
ABZ-S0 nuk 422 +£0,623
nut 338 +£0.403
cyt 143 +£0.339
FLU-R nuk =3
nut 0,0667 £0,00255
cyt 427 £0.618
MBZ-R nuk 0,0136 £0,0185
nut 0,138 £ 0,00601
cyt 9.00 £0,563

a . . 7 & v > “ ’
arttmeticky promeér ze tii stanoveni + smérodatna odchylka

ABZ-S0O albendazol-sulfoxid, FLU-R redukovany flubendazol, MBZ-R redukovany
mebendazol

ABZ-SO,FLUR, MBZ-R invitro

12
210
2 T
o
s 8 mABZ-50
E’ 6 mFLU-R
= T OMBZ-R
£ 2t =
_D el
£ 2
Q

0 . .

mik mit oyt

Obrazek 11 Vysledna koncentrace ABZ-SO, FLU-R, MBZ-R (in vitro)

Hodnoty koncentrace albendazol-sulfonu (ABZ-SO;) byly zanedbatelné.
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8.3 Stanoveni anthelmintik v homogenatu

Po inkubaci (24 hodin) tasemnice v roztoku anthelmintika byly stanoveny
koncentrace anthelmintik a jejich metabolitii v homogenatu tasemnice. Na HPLC byla
stanovena hmotnostni koncentrace (ng/ml), ktera byla nasledné pfevedena na hodnotu v

nmol/g tasemnice.

8.3.1 Biotransformace albendazolu

Albendazol (ABZ) byl metabolizovan na albendazol-sulfoxid (ABZ-SO) a
albendazol-sulfon (ABZ-SO;). Inkubovany byly dvé tasemnice. Konkrétni hodnoty

koncentraci jsou shrnuty v tabulce 8.

Tabulka 8 Koncentrace ABZ, ABZ-SO a ABZ-SO; v homogenatu

koncentrace (nmol/g tasemmice)®  koncentrace (nmol/g tasemnice)®

1. tasemmnice 2. tasemmice
ABZ 10,2+ 0459 14,9 £ 265
ABZ-S0 0,320+ 00172 0.448 £0,0180
ABZ-S0; 0,0052 +£0,00013 000198 + 0.00017

a - s g G . . .
arttmeticky primeér ze ¢tyi stanoveni + smérodama odchylka

ABZ albendazol, ABZ-SO albendazol-sulfoxid, ABZ-S0; albendazol -sulfon

Tyto hodnoty jsou pak zobrazeny graficky na obrazcich 12 a 13.
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ABZ, ABZ-SO ex vivo (homogenat)
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1tasemnice 2ftasemnice
Obrazek 12 Porovnani koncentraci ABZ a ABZ-SO v homogenatu
ABZ-S0, ABZ-S0, ex vivo (homogenat)
05
0,45 I
8 o
£ 035 =
g 03 . B 482-50
8 025
2 02 B ABZ502
2 015
E o
0,05

1.tasemnice

2 fasemnice

Obrazek 13 Porovnani koncentraci ABZ-SO a ABZ-SO; v homogenatu

8.3.2 Biotransformace mebendazolu

Mebendazol (MBZ) byl biotransformovan redukci karbonylové skupiny na

hydroxylovou (MBZ-R). Inkubovana byla jen jedna tasemnice. Vysledné hodnoty jsou

shrnuty v tabulce 9.
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Tabulka 9 Vysledné hodnoty koncentrace MBZ a MBZ-R v homogenatu

koncentrace (nmol/g tasemmice)®

MBZ 2,07 £0,0790

MBZ-R 6,88 £0.282

a . . . v v . vy . v ,
arttmeticky promeér ze ¢ty meéfeni = smérodatna odehylka

MBZ mebendazol, MBZ-R redukovany mebendazol

Vysledné hodnoty jsou graficky znazornény na obrazku 14.

MBZ, MBZ-R ex vivo (homogenat)

EMBZ
OMBZR

nmolf/g tasemnice
o - N L o -~ 0

——

Obrazek 14 Porovnani koncentraci MBZ a MBZ-R v homogenatu

8.3.3 Biotransformace flubendazolu

Flubendazol (FLU) byl biotransformovan redukci karbonylové skupiny na
hydroxylovou (FLU-R). Inkubovany byly dvé tasemnice. Vysledné hodnoty jsou
shrnuty v tabulce 10.
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Tabulka 10 Vysledné hodnoty koncentrace FLU a FLU-R v homogenatu

koncentrace (nmol/g tasemnice)® koncentrace (nmol/g tasemnice)®
1.tasemnice 2 tasemmnice
FLU 2,65+0.200 3,76+ 0362
FLU-R 0,83+0277 480+ 0,726

aritmeticky promeér ze étyr stanoveni = smérodata odchylka

FLU flubendazol, FLU-R redukovany flubendazol

Vysledné hodnoty jsou graficky znazornény na obrazku 15.

FLU, FLU-R ex vivo (homogenat)

[ ‘ mFLU
BFLU-R

nmal/g tasemnice
(= R MW = -4 0
H

—

1 tasemnice 2tasemnice

Obrazek 15 Porovnani koncentraci FLU a FLU-R v homogenatu

8.4 Stanoveni anthelmintik v médiu

Byly stanoveny koncentrace anthelmintik a jejich metabolitti v médiu. Jednotlivé
vzorky médii, ve kterych byly tasemnice inkubovany, byly odebirdny v prabéhu
inkubace, a to ve 2., 4., 8, a 24.h. Na HPLC pak byla stanovena hmotnostni

koncentrace (ng/ml), ktera byla nésledné pievedena na koncentraci molarni.

Vysledné hodnoty jsou shrnuty v tabulce 11.
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Tabulka 11 Vysledné hodnoty koncentrace metaboliti anthelmintik v médiu

koncentrace (pumol/1)*

FLU-R MBZ-R
2h 0.402 £ 000992 0,520+ 0,00368
4h 0928 +£0.0161 1,20+ 00235
8h 1,37+ 0.0694 246+ 00320
24h 3.07+ 00154 3.22+£0,0383

anttmeticky primeér ze tii stanoveni = smérodatna odchylka

FLU-R redukovany flubendazol, MBZ-R redukovany mebendazol

Hodnoty z tabulky 11 jsou graficky znazornény na obrazku 16.

FLUR, MBZ-R ex vivo (médium)

35

3

25
= 2 BFLU-R
g 15 — EMBZR

1

j="

o | |

2h 4h 8h 24h

Obrazek 16 Koncentrace metaboliti anthelmintik (FLU-R, MBZ-R) v
médiu

Metabolity albendazolu (ABZ-SO a ABZ-SO,) byly ve vzorcich detekovany
také, ale po zohlednéni hodnot slepych chemickych a slepych biologickych vzorki byly
ziskany nulové hodnoty. Pfi inkubaci tasemnice v roztoku flubendazolu a mebendazolu

metabolity ve slepych vzorcich detekovany nebyly.
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8.5 Stanoveni oxidaénich enzymu

8.5.1 Stanoveni katalasy

Specificka aktivita katalasy (Usp) byla stanovena na zakladé reakce
molybdenanu amonného a peroxidu vodiku za tvorby zlutého komplexu, tato reakce je
katalyzovana  pravé  katalasou.  Koncentrace  komplexu byla  stanovena
spektrofotometricky, z absorbance byla nakonec vyjadiena specificka aktivita enzymu.

Vysledné hodnoty jsou shrnuty v tabulce 12.

Tabulka 12 Specificka aktivita CAT v biologickych frakcich

Ug, (nmeol/min‘mg proteinu)®

mik -
it 727 £2,50
eyt 153+£1.94

a . . . o v vyp® , & .
aritmeticky pramér z péti stanoveni + smeérodatna odchylka

muik (mukrosomy), mut (mitochondie), cyt (cytosol)

Vysledné hodnoty specifické aktivity jsou graficky znazornény na obrazku 17.

Specificka aktivita katalasy

20
18
16
14
12

10 T Dkatalasa
8

prmolfminfmg proteinu

= 2]

mik mit oyt

Obrazek 17 Specificka aktivita katalasy v biologickych frakcich

81



8.5.2 Stanoveni glutathionreduktasové aktivity

Specificka glutathionreduktasova aktivita (Usp) enzymu
thioredoxin-glutathionreduktasy (TGR) byla stanovena na zakladé spotfeby NADPH, a
to pii preméné oxidovaného glutathionu na redukovany glutathion. Spotieba NADPH
byla zaznamenavana sledovanim ubytku absorbance. Hodnota absorbance byla nasledné

pievedena na specifickou aktivitu enzymu.

Vysledné hodnoty specifické glutathionreduktasové aktivity TGR jsou shrnuty
v tabulce 13.

Tabulka 13 Specificka glutathionreduktasova aktivita TGR v biologickych
frakcich

Uy, (nmol/min/mg proteinu)®

muk 0,174+ 00111
nut 0,304 £0.107
cyt 489+ 0.210

a » . . v - \ vy . v ,
arttmeticky primeér ze étyr méreni + smérodatna odchylka

nuk (mukrosomy), nut (nutochondrie), cyt (cytosol)

Na obrazku 18 jsou hodnoty specifické glutathionreduktasové aktivity TGR

znazornény graficky.
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Specificka glutathionreduktasova aktivita TGR

nmaol/min/mg proteinu
] - N [ox] B [a3]

— . — ;
mik mit oyt

Obrazek 18 Hodnoty specifické glutathionreduktasové aktivity TGR
Vv biologickych frakcich

8.5.3 Stanoveni peroxidasy

Stanoveni specifické aktivity peroxidasy (Usp) probihalo zméfenim absorbance
o-fenylendiaminu (OPD), ktery vznika za katalytického psobeni peroxidasy. Naméfena
absorbance byla ndsledn¢ pfepocitdna na specifickou aktivitu enzymu. Vysledné

hodnoty jsou shrnuty v tabulce 14.

Tabulka 14 Specificka aktivita peroxidasy v biologickych frakcich

Uy, (nmeol/min/mg proteinu)®

nuk 0232+ 00647
nut 1,08+ 0,155
cyt 52,7+2,70

a . . 7 - . ’ % ’
arttmeticky promeér z osnu stanoveni * smérodatna odchylka

muik (mukrosomy), nut (nutochondre), cyt (cyvtosol)

Vysledné hodnoty specifické aktivity peroxidasy jsou graficky zndzornény na

obrazku 19.
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Specificka aktivita peroxidasy
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Obrazek 19 Hodnoty specifické aktivity peroxidasy v biologickych frakcich

8.5.4 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Specificka aktivita SOD (Ugp) byla stanovena pomoci kitu SOD Assay Kit-WST.
Jedna se o nepifimé stanoveni vyuZivajici WST, které se redukuje na barvivo formazan
za soucasné oxidace superoxidového aniontu. Ten je odbouravan pravé SOD, a tak Ize
vyjadtit jeji aktivitu pomoci snizeni tvorby formazanu doprovazeného poklesem

absorbance.

Nameétend hodnota absorbance byla nasledné pomoci extinkéniho koeficientu
pfepocitana ptes koncentraci formazanu aZz na specifickou aktivitu SOD. Vysledné

hodnoty jsou shrnuty v tabulce 15.

Tabulka 15 Specificka aktivita SOD v biologickych frakcich

U, (nmol/min/mg proteinu)®

muk 104+£0,177
nut 1.43+ 00793
cyt 4,94+ 00523

a . . < v & v , v ’
arttmeticky primeér ze étyi stanoveni £ smérodama odchylka

nuk (mukrosomy), nut (mitochondrie), cyt (cytosol)
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Hodnoty z tabulky 15 jsou graficky znazornény na obrazku 20.

Specificka aktivita SOD

MNow R M

nmolfmin/mg proteinu

mik mit oyt

Obrazek 20 Specificka aktivita SOD v biologickych frakcich

8.5.5 FMO, CYP

Specificka aktivita FMO byla stanovena meéfenim absorbance oxidovaného

thiobenzamidu, ktery vznika pravé za katalytického ptusobeni FMO.

Isoformy CYP byly stanoveny spektrofluorimetricky za pouziti specifickych

substratu.

Zadna enzymova aktivita vSak nalezena nebyla.

8.6 Stanoveni aktivity redukénich enzymu

Specificka aktivita reduk¢nich enzymui (Usp) byla stanovena na zékladé€ redukce
specifickych substrati a soucasné oxidace NADPH na NADP® ve vzorku, coz se
projevilo poklesem absorbance NADPH. Vyjimku pifedstavuje acenaftenol, u néhoz za
piitomnosti NADP" dochazelo k dehydrogenaci a vznikajici NADPH byl zaznamenavan
vzristem absorbance. Specifickou aktivitu reduktas (Usp) lze kvantitativné vyjadrit

pomoci poklesu/vzristu absorbance. Hodnoty Usp jsou shrnuty v tabulce 16.
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Tabulka 16 Stanoveni specifické aktivity redukénich enzymi

substrat biologicka frakce U, (nmol/min/mg proteinu)®
(redukéni enzymy)

4-pynridinkaboxaldehyd muk ---
(AKR 1C, AKR 1Al, 3¢-HSD) nut 0,738 £ 0,753
cyt 258+1,58
daunorubicin mik ---
(AKR 1A, 3¢-HSD) nut 0,148 £0,0417
cyt 3,05 £0,207
menadion muk 363493
(CBR) mut 341 £0,330
cyt 369+ 204
acenaftenol muk ---
(AKR 1C1, AKR 1C2, AKR 1C3, it 343 £0,144
AKR 1C4)
cyt 333303
metyrapon ---

(CBR, AKR 1C, 11p-HSD)

a anitmeticky primeér ze tii stanoveni £ smérodatna odchylka

AKR (aldoketoredukasa), CBR (karbonylredulktasa), 3¢-HSD
(3a-hydroxysteroiddehydrogenasa), 11p-HSD (11p- hydroxysteroiddehydrogenasa)

mik (mikrosomy), mit (mitochondrie), eyt (cytosol)

Graficky jsou hodnoty uvedené vyse znadzornény na obrazku 21.
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Obrazek 21 Redukce specifickych substratu v biologickych frakcich

8.7 Stanoveni konjugaénich enzymi

8.7.1 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Specificka aktivita GST byla stanovena na zaklad¢ spektrofotometrického
méteni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu, ktery vznika za katalytického puisobeni
GST v ptitomnosti glutathionu. Nartst jeho absorbance pak odpovida specifické

aktivité (Usp) GST. Vysledné hodnoty Us, jsou shrnuty v tabulce 17.

Tabulka 17 Specificka aktivita GST v biologickych frakcich

Ug, (nmol/min‘mg proteinu)®

muk ---
nut 3.88 £0,393
cyt 274 +£8,58

a " . = 2 e , v e
anttmeticky prameér z péti stanoveni + smeérodatna odchylka

mik (mikrosomy), nut (mitochondrie), cyt (cytosol)

Vysledné hodnoty Usp jsou graficky znazorné€ny na obrazku 22.
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Specificka aktivita GST
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Obrazek 22 Specificka aktivita GST v biologickych frakcich

8.7.2 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) a
UDP-glukosyltransferasy (UGIcT)
Principem stanoveni UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) je

spektrofotometrické stanoveni premény p-nitrofenolu na p-nitrofenylglukuronid za

enzymové katalyzy UGT.

Stejnym zpisobem byla stanovena i aktivita UGIcT (UGIcT katalyzuje
konjugaci p-NF s UDP-glukosou za vzniku p-nitrofenylglukosidu).

Nartst absorbance konjugatl pak odpovida specifické aktivité enzymi Usp.

Vysledné hodnoty Us, jsou shrnuty v tabulkach 18 a 19.
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Tabulka 18 Specificka aktivita UGT v biologickych frakcich

s BT
Ug (nmol/nmun/mg proteinu)

nuk 0,516 £ 0,0495
nut 1.26 £0.393
cyt ---

* antmeticky primeér z péti stanoveni + smérodatna odchylka

nuk (mikrosomy), mut (mitochondrie), cyt (cytosol)

Tabulka 19 Specificka aktivita UGIcT v biologickych frakcich

Ug, (nmol/min‘mg proteinu)®

nuk 0873 +0.228
nut 0.697 £0,0979
cyt ---

a . . ; ' 8 ; ) ;
arttmeticky prumeér z péti stanoveni + smeérodatna odchylka

nuk (mukrosomy), mut (mitochondrie), eyt (cytosol)

Vysledné hodnoty Us, jsou graficky zndzornény na obrazku 23.

Specificka aktivita UGT, UGIcT
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mUGT
puGkeT

nmol/minfmg proteinu

o

Obrazek 23 Specificka aktivita UGT a UGIcT v biologickych frakcich
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9 Diskuse

9.1 Biotransformace anthelmintik

Cilem celého experimentu bylo zjistit schopnost tasemnice ov¢i (Moniezia
expansa) biotransformovat anthelmintika (benzimidazoly), a tim snizovat jejich
koncentraci v tasemnici. Biotransformace benzimidazolti je pro tasemnici obrannym
mechanismem, kterym se pro ni téchto toxickych latek zbavuje. Pravé tento d¢j ale pak
muze vést k poddavkovani daného anthelmintika, a tim k selhavani terapie monieziozy
a zaroven k rozvoji rezistenci vuci témto anthelmintikiim. To mé za nasledek snizeni
produktivity hospodaiskych zvitat a zvySovani morbidity a mortality nejen zvitat, ale i

lidi. Z tohoto diivodu je na misté se této problematice vénovat.

Cely experiment byl zaméfen na nasledujici anthelmintika: albendazol (ABZ),
mebendazol (MBZ) a flubendazol (FLU). Provedena byla fada experimentt, diky
kterym bylo mozné zjistit koncentraci metabolitti jednotlivych anthelmintik, a tim i
miru jejich biotransformace. ABZ se biotransformaci oxiduje na biologicky aktivni
ABZ-SO a neaktivni ABZ-SO,, u FLU a MBZ dochazi k redukci karbonylové skupiny
na hydroxylovou za vzniku FLU-R a MBZ-R.

Koncentrace metaboliti i parentnich latek byly stanoveny v invitro

experimentech (viz kap. 7.4) a v ex vivo experimentech (viz kap. 7.5).

Po inkubaci M. expansa vroztoku MBZ a FLU (viz kap.7.5) v exvivo
experimentu prevazovaly v homogenatu u obou anthelmintik koncentrace metabolitti
(MBZ-R a FLU-R) nad parentni latkou. V médiu se FLU a MBZ také biotransformoval.
Na obrazku 16 je patrné, jak koncentrace metabolitl v Case stoupa s tim, jak se

anthelmintika postupné biotransformuji.

U H. diminuta byly pravé MBZ-R a FLU-R stanoveny jako jediné metabolity
1. faze biotransformace, pficemz koncentrace MBZ-R byla vyssi nez FLU-R (Bartikova
et al. 2012). U H. contortus byl také FLU-R detekovan v médiu i homogenatu jako
jediny metabolit, hydrolyzovany FLU detekovan nebyl (Cvilink et al. 2008b).

ABZ se vhomogenatu M. expansa také biotransformoval, ale hodnoty
koncentrace parentni latky byly podstatné vyssi nez koncentrace metabolitu (ABZ-SO),

koncentrace ABZ-SO, byla zanedbatelna. V médiu koncentrace ABZ-SO v ¢ase rovnéz
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stoupala, vysoké mnozstvi ABZ-SO bylo ale nalezeno také v SLCH vzorku. Po odecteni
mnozstvi ABZ-SO nalezeného v SLCH od hodnot ve vzorcich média byly proto
nakonec vysledné hodnoty ABZ-SO nulové. Mnozstvi detekovaného ABZ-SO, bylo
zanedbatelné. Pti stanoveni FLU ani MBZ metabolity v SLCH detekovany nebyly.

ABZ-SO byl diky neenzymatické konverzi detekovan také ve slepych vzorcich u
D. dendriticum, hodnoty byly ale 5x nizsi nez v médiu (Cvilink et al. 2009b). Je tudiz
mozné, ze 1 u M expansa jde u ABZ castecné o neenzymatickou konverzi, castecné je

mozné, ze byl vysledek zatizen chybou.

U D. dendriticum byla oxidace ABZ také pozorovana, ale enzymy katalyzujici
ABZ metabolit identifikovany nebyly. Oxidace ABZ byla dale detekovana i u
F. hepatica, M. expansa, A. suum a H. contortus (Bartikova et al. 2010b). U H. diminuta
k biotransformaci ABZ v Zivych tasemnicich nedochazelo (Bartikova et al. 2012). Dalsi
oxidace ABZ-SO na ABZ-SO; ani sulforedukce u D. dendriticum nebyly v exvivo
experimentech detekovany (Cvilink et al. 2009b).

Ve vsech druzich helmintd dochazi sulfoxidaci ABZ na ABZ-SO Kk tvorbé
racematu. Na druhou stranu u savct je reakce enantioselektivni, u krys je dominantni

(-) ABZ-SO, u ovci a skotu dominuje (+) ABZ-SO (Solana et al. 2001).

Vinvitro experimentech byly FLU-R a MBZ-R v subcelularnich frakcich
M. expansa detekovany pouze v cytosolu, v mitochondriich a mikrosomech bylo pouze

zanedbatelné mnozstvi.

Schopnost H. contortus vytvaret FLU-R byla také testovana pravé v cytosolické
frakci, protoze FLU je redukovan hlavné prostfednictvim cytosolickych reduktas
(Vokital et al. 2012). U H. diminuta byly FLU-R a MBZ-R nalezeny také v cytosolické
frakci, zatimco v mikrosomech a mitochondriich zadné metabolity FLU a MBZ

detekovany nebyly (Bartikova et al. 2012).

ABZ-SO byl u M. expansa zjistén ve vsech tfech frakcich, nejvyssi koncentrace

byly zanedbatelné.

U D. dendriticum byl ABZ oxidovan na farmakologicky aktivni ABZ-SO
Vv mitochondriich a mikrosomech. V cytosolu biotransformace pozorovana nebyla.
Kvili neenzymatické preméné ABZ bylo u tohoto parazita také detekovano stopové

mnozstvi ABZ-SO ve slepych vzorcich (Bartikova et al. 2010b).
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U D. dendriticum byl v mitochondriich pozorovan i druhy krok ABZ oxidace
(sulfonace). Toto je dikaz, Ze enzymy helminti jsou schopné deaktivovat ABZ skrze
tvorbu biologicky neaktivniho ABZ-SO,. Nicmén¢ jeho mnozstvi je tak nizké, ze nelze
predpokladat vyznamnou protektivni roli této reakce. U ex vivo experimentt sulfonace
zjisténa nebyla (Cvilink et al. 2009b). Oxidace ABZ-SO na ABZ-SO; byla také
pozorovana u H. contortus a F. hepatica (Bartikova et al. 2012).

Vznik ABZ-SO, byl prokazan i v experimentu s M. expansa, ale oproti
hodnotam ABZ a ABZ-SO lze tyto hodnoty zanedbat.

Na druhou stranu je nutné pocitat s tim, ze i¢innost ABZ-SO je oproti ABZ vuci
nékterym helmintiim nizsi (Solana et al. 2001). Proto i tuto reakci miizeme povazovat za

protektivni.

U H. diminuta zadné metabolity ABZ vytvoieny nebyly. Aby se zjistilo, zda u
tohoto parazita probiha druhy krok oxidace na ABZ-SO, nebo redukce ABZ-SO zpatky
na ABZ, byly jeho frakce inkubovany i s ABZ-SO jako substratem. Zadna z téchto
reakci vSak prokazana nebyla (Bartikova et al. 2012).

Mikrosomalni a cytosolické frakce helminti M. expansa, A. suum, F. hepatica
byly schopné sulfoxidace ABZ na ABZ-SO, pificemz aktivita u vSech tfi helmint byla
vyssi v mikrosomech. Aktivita u F. hepatica byla vyrazné vyssi nez u helmintt ze tiid
Cestoda a Nematoda. Tvorba sulfonu byla detekovana pouze v mikrosomech a cytosolu
F. hepatica. U M. expansa byla prokazana nejvyssi schopnost redukovat ABZ-SO zpét
na ABZ (Solana et al. 2001).

Vysledky exvivo a invitro experimentii se u parazitd c¢aste¢né lisi. Je to

pravdépodobné dano odlisnymi podminkami téchto stanoveni.

EX vivo experimenty 1épe simuluji pfirozené podminky nez stanoveni in vitro.
Tasemnice je inkubovéna celd, tudiz latky musi pfechdzet pfes membrany tegumentu
obdobn¢ jako v redlné situaci, tak aby se dostaly na misto pasobeni. Dilezita je i1
pfitomnost transportérii a dal§ich enzymu. Proto jsou eX vivo stanoveni povazovana za
vérohodngjsi.

In vitro experimenty neodpovidaji tolik realnym podminkam jako experimenty
ex vivo, ponévadz se jedna o inkubaci subcelularnich frakci izolovanych z tasemnice
(cytosolu, mikrosomti a mitochondrii) s roztoky anthelmintik. Na druhou stranu ale

muzeme prokdzat, v jaké frakci konkrétné k biotransformaci dochazi, a tak porovnat
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miru biotransformace v dané frakci s aktivitou biotransformacnich enzymu. V in vitro

stanoveni jsou také pouzivany vysoké koncentrace substratu i NADPH.

9.2 Aktivita biotransformacénich enzymii

Biotransformac¢ni enzymy jsou enzymy podilejici se na metabolizaci xenobiotik,
tzn. 1 anthelmintik. Svoji aktivitou tak pfispivaji ke snizovani terapeutickych hladin
1é¢iva v organismu, a tim i k rozvoji rezistence. Jsou soucasti obranného mechanismu
proti cizorodym latkdm, hlavné toxickym, kterymi anthelmintika pro tasemnici jsou.

Proto je dilezité stanovit jejich aktivitu.

Z oxida¢nich enzymu byla u M. expansa stanovena katalasa (CAT),
thioredoxin-glutathionreduktasa (TGR), peroxidasa (Px), superoxiddismutasa (SOD),
flavinové monooxygenasy (FMO) a nékteré¢ isoformy cytochromu P450 (CYP).
V ptipadé¢ CAT, TGR, Px a SOD se nejedna primarn€ o biotransformacni enzymy,

dulezité je jejich antioxidacni aktivita. Na biotransformaci se vSak mohou také podilet.

U M. expansa byla aktivita CAT nejvyssi v cytosolu, v mikrosomech byla
aktivita niz8i, v mitochondriich nebyla prokazana viibec. Stejné tak i u TGR a Px byla
aktivita detekovana hlavné v cytosolu, v mikrosomech a mitochondriich byla

zanedbatelna.

U D.dendriticum byla TxrR a GR aktivitita TGR detekovana pouze
v mikrosomech a cytosolu. TGR byla objevena také u S.mansoni a Echinococcus

granulosus a Taenia crassiceps (Bartikova et al. 2010b).

Aktivita SOD byla u M. expansa také nejvyssi v cytosolu, v mikrosomech a

mitochondriich byla nizsi.

Primarn¢ antioxida¢ni enzymy CAT, SOD a GSH peroxidasa (GPx) maji u
M. expansa nizkou aktivitu. Nizké aktivita téchto enzyml se mlize odraZet ve snizené

potiebé antioxidacni ochrany v prostfedi stfeva, ve kterém je minimum kysliku (Brophy

et al. 1989).

V biologickych frakcich H. diminuta byly aktivity oxidac¢nich enzymu (Px,
SOD, CAT) detekovany ve vsech frakcich (Bartikova et al. 2012). Pfi porovnani vSech
frakci D. dendriticum, byla nejvyssi aktivita Px, GPx, SOD, TxrR, a GR nalezena

v cytosolu. Na druhou stranu v mikrosomech byla vyssi aktivita CAT. V cytosolu a
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mikrosomech byly detekovany vSechny méfené enzymy, ale v mitochondriich nebyla

detekovana TxrR a GR aktivita TGR (Bartikova et al. 2010b).

Dalsimi enzymy, které byly stanoveny, byly FMO a CYP 450, jejich aktivita ale

detekovana u M. expansa nebyla.

Ani u D. dendriticum nebyla aktivita FMO a CYP 450 pozorovana v zadné
frakci. Ale vzhledem k tomu, ze genom C. elegans obsahuje geny kodujici homology
FMO savcl, se predpoklada, ze FMO miize u helminti zprostiedkovat oxidaci
xenobiotik. C. elegans je ale volné Zijici helmint ze tfidy Nematoda a jeho geny
kodujici biotransformaéni enzymy mohou byt odlisné od parazitickych helmintt

(Bartikova et al. 2010b).

U savct jako hostitelll jsou metabolické reakce pfipisovany jak CYP, tak 1 FMO,
zatimco u A. lumbicoides a M. expansa byla zaznamenana spojitost pouze s FMO.
Helminti do urcit¢é miry ptekonavaji absenci CYP 450 detoxifika¢niho systému
pouzivanim mnozstvi dalSich metabolickych reakci (Solana et al. 2001). Aktivita
CYP 450 byla nalezena u S.mansoni, V larvalnich stadiich H. contortus a u

Heligmosomoides polygyrus (Bartikova et al. 2012).

Redukéni metabolismus je u helmintd povazovan za hlavni metabolickou cestu
detoxikace, proto byl testovan diive nez oxidacni. To je pochopitelné uz z toho
hlediska, Ze intestindlni lumen si udrzuje nizké redoxni prostfedi. Redukce je hlavni

detoxikac¢ni cestou slou€enin nesoucich karbonylovou skupinu (Bértikova et al. 2012).

Redukéni enzymy byly u M. expansa stanoveny na zdkladé redukce relativné
specifickych substratt, k jejich redukci dochazi ptisobenim nékolika enzymt ze tfidy
AKR, CBR a HSD. V cytosolu byl redukovéan 4-PC, ktery je redukovan prostfednictvim
AKR 1C, AKR 1Al a 3a-HSD, déle daunorubicin, jehoz redukce je zprostitedkovana
AKR 1A, 3a-HSD, a acenaftenol redukovany v pfitomnosti enzymii AKR 1C1,
AKR 1C2, AKR 1C3, AKR 1C4. Menadion byl diky CBR redukovan v cytosolu a
mikrosomech, Vv mitochondriich byla jeho redukce niz§i. Redukce metyraponu

zaznamenana nebyla.

U H.diminuta redukovala cytosolicka frakce acenaftenol, menadion,
daunorubicin (pH 8,5), oracin a 4-PC, posledni zminovany substrat byl metabolizovan
také v mikrosomech. Redukce metyraponu a daunorubicinu (pH 6,0) nebyla prokazana

v zadné frakci (Bartikova et al. 2012). U H. contortus byly detekovany vysoké aktivity
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reduktas 4-PC, aktivita reduktas naloxonu a metyraponu byla nizka, menadion nebyl
redukovan viibec (Vokial et al. 2012).

Z konjugacénich enzymui byly u M. expansa stanoveny GST, UGT a UGIcT.
Vysledky experimentd ukazaly, ze GST je aktivni pouze v cytosolu, aktivita UGT a

UGIcT byla na druhou stranu zaznamenana v mikrosomech a mitochondriich.

GST je povazovana za hlavni detoxika¢ni enzym u helminti a napf. u
H. contortus je rezistence vici anthelmintikiim spojovana pravé se zvysSenou aktivitou
GST v cytosolu. U M. expansa byly v cytosolu nalezeny 4 rizné formy GST (Brophy et
al. 1989). U H. diminuta byla vyrazna aktivita GST nalezena také v cytosolu, dalsi
konjugacni enzymy, UGIcT ukazala slabou aktivitu v mitochondriich, UGT nebyla

pozorovana v zadné frakci (Bartikova et al. 2012).

Po shrnuti vysledkd experimentli provedenych u M. expansa lze z invitro
experimentt snadno vycist, ze FLU a MBZ jsou redukovany pouze v cytosolu. A také
Vv cytosolu byla nejvyssi aktivita redukénich enzymt, coz naznacuje, ze jsou redukovany

prave cytosolickymi reduktasami.

ABZ byl metabolizovan sulfoxidaci na ABZ-SO. Tato biotransformace
probihala podle invitro stanoveni ve vSech tfech frakcich. Nejvice v mikrosomech,
mén¢ v mitochondriich a nejméné pak v cytosolu. Ale aktivita oxidacnich enzymu byla

nejvyssi praveé v cytosolu. Coz je s vysledky biotransformace ABZ v rozporu.

V experimentu s H. diminuta byla stanovena vyznamna aktivita Px, SOD a CAT,
ale zadné metabolity ABZ detekovany nebyly ani u invitro, ani u ex vivo stanoveni
(Bartikova et al. 2012). Z toho vyplyva, ze u zddného z téchto paraziti se antioxidacni

enzymy pravdépodobné na metabolizaci ABZ nepodileji.

Castetné je mozné, ze jde u ABZ o neenzymatickou konverzi, jak jiz bylo
naznaceno vyse (Bartikova et al. 2010b, Cvilink et al. 2009b). Dalsi moZnosti je otazka
FMO.

Proto byly u D. dendriticum provedeny inkubace subcelularnich frakci
s relativné specifickymi inhibitory nékolika oxidacnich enzymi s cilem detekovat
oxidaci ABZ. Vysledky ukazaly, ze pouze inhibitory FMO, a-naftylthiourea a
methimazol (MTZ), zpusobily vyrazny pokles ABZ sulfoxidace. Inhibitory dalSich
potenciadlnich enzymt konverzi ABZ neovlivnily, tudiZz lze ptedpokladat, Ze tyto

enzymy se oxidace ABZ u D. dendriticum neucastni (Bartikova et al. 2010b).
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Ziskané vysledky naznacuji, ze 1.faze ABZ oxidace u D. dendriticum je
katalyzovana pomoci FMO, ale v experimentech za pouziti thiobenzamidu jako
substratu aktivita FMO detekovand nebyla. Tento rozpor muze byt zplUsobeny
neschopnosti parazitické FMO oxidovat thiobenzamid nebo nizs$i senzitivitou
spektrofotometrické detekce thiobenzamid-S-oxidu nez je HPLC detekce ABZ-SO
(Bartikova et al. 2010b).

Prostfednictvim  inhibitori bylo prokdzéno, Zze také hlavni cestou
biotransformace triklabendazolu (TBCZ) je oxidace na triklabendol-sulfoxid
(TBCZ-SO), a to za ucasti FMO (Devine et al. 2009), coz bylo prokazano i u
F. hepatica. Po inkubaci F. hepatica s TBCZ a MTZ se na parazitovi vyskytly vétsi
zmény neZ po inkubaci pouze s TBCZ (Devine et al. 2010), stejné tak i po inkubaci
parazita s piperonyl butoxidem a ketokonazolem, inhibitory CYP 450, spolu s TCBZ
(Devine et al. 2011).

V naSem experimentu byla aktivita FMO u M. expansa stanovena také pomoci
thiobenzamidu, tudiz je pravdépodobné, ze i u M. expansa muize byt ABZ oxidovan
prave prosttednictvim FMO, ale zptsob, kterym se FMO detekuje, neni dostatecné

citlivy, aby bylo moZné tuto aktivitu prokazat.
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10 Zaveér

Timto experimentem bylo prokdzéno, ze M.expansa je schopna
biotransformovat vybrana anthelmintika. FLU a MBZ byly biotransformaci redukovany
na FLU-R a MBZ-R ve velké mife. Naproti tomu se ABZ biotransformuje oxidaci na
ABZ-SO a ABZ-S0O,. K oxidaci vsak dochdzelo pouze omezené, nepatrnéd aktivita ale

byla v in vitro i ex vivo experimentech prokazana.

Po stanoveni aktivity biotransformacnich enzymd, lze shrnout, ze z oxidacnich
enzymu jsou u M. expansa aktivni pouze primarn¢ antioxidacni enzymy, tzn. CAT, Px,
TGR a SOD. Aktivita FMO a CYP 450 nebyla detekovana viibec. Redukéni enzymy
byly stanoveny na zakladé¢ redukce specifickych substratd (4-PC, menadion,
daunorubicin, metyrapon, acenaftenol). Nejvyssi aktivita redukénich enzymid byla
zaznamenana v cytosolu, menadion byl redukovan také v mikrosomech. Redukce
metyraponu nebyla prokazéna vibec. Z konjugacnich enzymil byly stanoveny GST,
UGIcT a UGT. Aktivitu GST se podatilo prokazat v cytosolu, aktivitu UGIcT a UGT
potom v mikrosomech a mitochondriich, jejich aktivita je vSak mnohem niz§i nez

aktivita GST.
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11 Pouzité zkratky

ABC
ABZ
ABZ-SO
ABZ-S0O;
ACN
AKR
ALDH
ATP
BCA
BSA
CAT
CBR
CDNB
CYP
DMSO
EDTA
FLU
FLU-R
FMO
GR
GSH
GSSG
GST

H>O,

ATP binding cassette
albendazol
albendazol-sulfoxid
albendazol-sulfon
acetonitril
aldoketoreduktasa
aldehyddehydrogenasa
adenosintrifosfat
bicinchoninova kyselina
hovézi sérovy albumin
katalasa
karbonylreduktasa
1-chloro-2,4-dinitrobenzen
cytochrom P 450
dimethylsulfoxid
ethylendiamintetraoctova kyselina
flubendazol

redukovany flubendazol
flavinové monooxygenasy
glutathionreduktasa
redukovany glutathion
oxidovany glutathion
glutathion-S-transferasa

peroxid vodiku
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HPLC
LC/MS
MBZ
MBZ-NH,
MBZ-R
MDR
MeOH
MTZ
NADP*
NADPH
OPD
p-NF
PBS

Px

ROS
SDR
SNP
SOD
B
TBCZ
TBSO
TBCZ-SO
TRIS
TCA
TrxR

TGR

vysokoucinna kapalinové chromatografie
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrofotometrii
mebendazol

hydrolyzovany mebendazol

redukovany mebendazol

dehydrogenasy se stiedné dlouhym fetézcem
methanol

methimazol

oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
o-fenylendiamin

p-nitrofenol

0.01 M sodno-fosfatovy pufr s piidavkem NaCl
peroxidasa

reaktivni slouceniny kysliku

dehydrogenasy s kratkym fetézcem
jednonukleotidové polymorfismy
superoxiddismutasa

thiobenzamid

triklabendazol

S-oxid thiobenzamidu

triklabendazol-sulfoxid
tris(hydroxymethyl)aminomethan
trichloroctova kyselina

thioredoxinreduktasa

thioredoxin-glutathionreduktasa
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UDP
UDP-GA
UGIcT
UGT
UV-VIS

WST

X0
3a-HSD
4-PC

11B-HSD

uridindifosfat

UDP-glukuronova kyselina
UDP-glukosyltransferasa
UDP-glukuronosyltransferasa
ultrafialovo-viditelna (spektrofotometrie)

sodna

(2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolia
xanthinoxidasa

3a-hydroxysteroiddehydrogenasa

4-pyridinkarboxaldehyd

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa
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