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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Vliv mebendazolu na aktivitu vybranych enzymt u tasemnice

Hymenolepis diminuta

Helmintorezistence je stile se rozSifujici celosvétovy fenomén a znepokojujici
problém. Enzymy metabolizujici xenobiotika hraji vyznamnou roli v rozvoji rezistence,
jelikoz mohou snizit koncentraci anthelmintika v téle parazita a tak parazita ochrénit
pfed anthelmintickym ucinkem. Role enzyml metabolizujicich xenobiotika v rozvoji
1ékové rezistence byla jiz studovana a popsana u hlistic a motolic. U tasemnic je vSak
k dispozici o této problematice pouze omezené mnozstvi informaci. V nasi studii jsme se
proto rozhodli ovéfit, zda anthelmintikum mebendazol mize ovlivnit u modelové
tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) aktivity enzymil metabolizujicich xenobiotika

a tim padem ovlivnit i rozvoj 1ékové rezistence.

Nasim prvnim cilem byla izolace jedinci tasemnice krysi z definitivniho hostitele
(potkan, Rattus norvegicus). Jako mezihostitele jsme pouzili potemnika moucného
(Tenebrio molitor). Po Gspésné izolaci byly tasemnice po dobu 24 hodin inkubovany
s mebendazolem (1 a 10uM) v médiu RPMI-1640 (5 % CO», 37 °C). Nasledné byly
pfipraveny cytosolickd, mikrosomalni a mitochondridlni frakce a stanoveny aktivity

vybranych enzymi metabolizujicich xenobiotika.

Vysledky na$i studie naznacuji, Ze tasemnice H. diminuta je schopna v reakci
na pfitomnost mebendazolu zvysit aktivitu enzyml metabolizujicich xenobiotika.
V cytosolické frakci jsme pozorovali zvySeni aktivity katalasy, peroxidasy,
aldo-ketoreduktasy 1Al1, glutathion-S-transferasy. V mitochondridlni frakci jsme
pozorovali zvySeni aktivity aldo-ketoreduktas 1C. Déle jsme pozorovali sniZeni aktivity
glutathionreduktasy v cytosolické frakci, aldo-ketoreduktasy 1Al a karbonylreduktasy

v mitochondrialni frakci.
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The resistance of parasitic helminths to anthelmintic drugs is a growing worldwide
phenomenon and a concerning issue. Xenobiotic metabolizing enzymes play an important
role in drug resistance development as they can lower the concentration
of the anthelmintics in the parasite’s body and therefore protect the parasite
from the anthelmintic effect. The role of drug metabolizing enzymes in drug resistance
development has been already described in the group of roundworms and flukes. Limited
information is available about this topic in tapeworms. In our study we decided to test
the possibility of the anthelmintic mebendazole to affect the activity of these enzymes
and possibly to influence the drug resistance development in rat tapeworm

(Hymenolepis diminuta).

Our first goal was the isolation of adult tapeworms from the definitive host
(rat, Rattus norvegicus). We used mealworm beetle (Tenebrio molitor) as an intermediate
host. After the successful isolation, adult tapeworms were incubated with
the mebendazole (1 and 10uM) in RPMI-1640 medium (5 % CO>, 37 °C) for 24 hours.
Following the incubation cytosol-like, microsomes-like and mitochondria-like
subcellular fractions were prepared and the activities of selected xenobiotic metabolizing

€nzymes were measured.

The results of our study indicate that the activity of certain xenobiotic metabolizing
enzymes of rat tapeworm can be increased in reaction to mebendazole exposition.
In the cytosol-like fraction we observed increased activity of catalase, peroxidase,
superoxide  dismutase, aldo-keto reductase 1Al, glutathione-S-transferase.
In mitochondria-like fraction we observed increased activity of aldo-keto reductase 1C.
Furthermore we observed decreased activity of glutathione reductase in cytosol-like

fraction, aldo-keto reductase 1A1 and carbonyl reductase in mitochondria-like fraction.
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1 UVOD

Tasemnice (Cestoda) jsou obligatorni parazité a vyznamni pavodci stievnich
1 tkanovych helmint6z u lidi 1 zvifat. Pro 1é¢bu téchto parazitickych onemocnéni byla
vyvinuta u¢innd 1é¢iva — anthelmintika. Nicmén¢ diky dlouholetému pouzivani téchto
1é¢iv dochéazi u helminth k rozvoji rezistence — helmintorezistence. Vyznamnou roli
v rozvoji helmintorezistence hraji enzymy metabolizujici xenobiotika. Tyto enzymy
piedstavuji obranu organismu pted cizimi latkami nevyuzitelnymi jako zdroj energie
¢1 stavebni molekuly, které pro organismus mohou ptedstavovat potencialni riziko.
Jelikoz takovymi latkami jsou i anthelmintika, enzymy metabolizujici xenobitika je
mohou deaktivovat a branit tak efektu 1écby (Cvilink et al., 2009; James et al., 2009;
Matouskova et al., 2016).

Mebendazol pifedstavuje hojné uzivané Sirokospektré anthelmintikum, které je
u helminti  deaktivovano  ptsobenim  reduktas (Bartikova et al., 2012;
Matouskova et al., 2016).  Metabolismus  anthelmintik a  aktivita ~ xenobiotik
metabolizujicich enzym jiz byly studovany, nicméné moznost ovlivnéni aktivity téchto
enzyml mebendazolem studovéna nebyla. My jsme se tuto moznost rozhodli ovéfit
umodelové tasemnice Hymenolepis diminuta a navazat tak na studii
(Bartikova et al. 2012), ve které byl studovan metabolismus flubendazolu a mebendazolu

a aktivita vybranych biotransformac¢nich enzymt.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakteristika tasemnic

Tasemnice (Cestoda) jsou tiidou cervli ndlezici do kmene plosténcl
(Platyhelminthes). Jsou to obligatorni parazité, jejichZz dospélé stadium Zije vyhradné
v travicim traktu obratlovei, vcetné zluCovodu, zlucniku ¢i vyvodi pankreatu

(Tanowitz et al., 2011).

T¢lo tasemnic je charakteristicky protahlé¢ a dorsoventralné zplostélé. Zakladni
anatomické casti tvoii hlavicka (skolex), kréek a télo (strobilus), tvofené riznym poctem

¢lanku (proglotidy) (Obr. 1).

skolex

rllkréek strobilus

gravidni
proglotidy

pohlavni
zrani proglotid

Obr. 1 Schéma téla tasemnic. Upraveno dle (Rozario a Newmark, 2015)

Podle poctu ¢lankt se tasemnice mohou délit na monozoické (télo je tvofeno jednim
¢lankem) &i polyzoické (télo je tvofeno nékolika & mnoha &lanky). Razeni ¢lankt mize
byt akraspedotni (jednoduché) nebo kraspedotni, kdy predchazejici Clanek piekryva
Clanek nasledujici. Kazdy clanek piedstavuje samostatnou reprodukéni jednotku
obsahujici sam¢i i samic¢i pohlavni organy. Proglotidy mohou byt pohlavné nezralé, zralé
a gravidni. Nezralé proglotidy se nachazeji na frontalnim konci téla, gravidni pak na konci
distdlnim. Formovanim novych proglotid u krcku dochazi k posouvani maturujicich
proglotid. K oplodnéni mize dojit mezi dvéma jedinci nebo mezi dvéma clanky jedné
tasemnice. Proglotida naplnéna oplodnénymi vajicky je od zbytku téla uvoliovéna
a odnasena se stfevnim obsahem (New World Encyclopedia conributors, 2009;

Volf a Horak, 2007).

Hlavicka tasemnice je uzpusobena pfichyceni na stfevni mukdézu hostitele

pritomnosti nejriiznéjSich prichycovacich orgdnti. Témi mohou byt kruhovité ptisavky,
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piisavné ryhy (botrie), zasunovaci chobotek (rostellum), ktery mlize byt navic opatfeny

prichytnymi hacky (Volf a Horak, 2007).

Vzhledem k vrcholné adaptaci tasemnic k parazitismu je u nich zcela redukovan
travici systém. Nutrienty z lumen traviciho traktu hostitele pfijimaji celym povrchem téla.
Ten je tvofen syncitidlnim tegumentem, jehoZ buiky s jadry se zanotuji hluboko
mezi dal$i télni vrstvy, pfedev§im podpovrchovou svalovinu. Ta je tvofena svrchni
cirkuldrni a vnitini longitudindlni vrstvou. Absorp¢ni povrch tegumentu je znasoben
pritomnosti  cytoplazmatickych vychlipenin - mikrotrichti, které Ize piirovnat
k mikroklkiim enterocytii. Mikrotrichy jsou kryty glykokalyxem, ktery poskytuje
tasemnici ochranu proti travicim enzymiim hostitele. Mohou mit také pfichycovaci funkci

(Bogitsh et al., 2005; Smrz, 2014).

Exkre¢ni a osmoregulacni systém je u tasemnic tvoien plaménkovymi buiikami
a systémem odvodnych kanalkd. Odvodné kanaly, dva ventralni a dva dorsélni, prostupuji
celou délkou strobily. Ventralni kandlky vedou tekutinu smérem od skolexu, dorsalni
smérem ke skolexu. Ventralni kanalky na posteriornim konci kazdé proglotidy spojuje
transverzalni kanalek. V oblasti hlavicky jsou u n€kterych tasemnic ventralni a dorsalni
kanalky propojeny. Popsana byla spojeni formou slozitych plexi, kruhového kanalku
¢i jednoduchého spojeni dorsdlnitho a ventrdlniho kandlku na kazdé strané

(Bogitsh et al., 2005).

Nervova soustava je tvofena centralnimi ganglii ve skolexu, kterd predstavuji
tasemni¢i mozek. Z ganglii vybiha systém kratkych anteriornich a posteriornich nervii
bohaté inervujicich rtizné ¢asti skolexu. Z centralnich ganglii dale vybihd nékolik part
longitudinalnich nervovych vlédken prostupujicich celou délkou strobilu. Tato vlakna jsou
v kazdé proglotidé propojena, coz dava nervové soustavé zebiiCkovity charakter.
Z longitudinéalnich nervovych vlaken a jejich spoji vybiha systém kratkych nervi, které
inervuji svalovinu a reproduk¢ni orgény. Z tegumentu se na longitudinalni vldkna

napojuji senzorické vldkna (Bogitsh et al., 2005).

Tasemnice maji komplexni, zpravidla dvouhostitelské, Zivotni cykly. Clovék miize
byt nakazen jako definitivni hostitel u nékterych druhti tasemnic a u jinych druhi jako
mezihostitel. Vzacné miiZze byt mezihostitelem 1 definitivnim hostitelem u stejného druhu
tasemnice. Z hlediska humanni a veterindrni mediciny jsou nejvyznamnégjsi dva fady

tasemnic, a to fad Stérbinovky (Pseudophyllidea) a tad kruhovky (Cyclophyllidea).
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Infekce dospélymi tasemnicemi mohou trvat nékolik let i po cely Zivot hostitele. Mohou
byt dobfe tolerované, relativné asymptomatické nebo mohou byt doprovazeny
perzistujicimi symptomy a obirat hostitele o diilezité nutrienty. Infekce larvalnim stadiem

byvaji zavazného az fatalniho charakteru (Bednart et al., 1996; Tanowitz et al., 2011).

Taenia saginata, Taenia solium, Hymenolepis nana a Diphyllobothrium latum
predstavuji hlavni ¢tyfi plivodce intestinalnich cestodoz u ¢lovéka. Pavodci larvéalnich
cestodéz u cClovéka jsou predevSim Taenia solium, zpusobujici cysticerkdzu,
a Echinococcus  granulosus, zpusobujici echinokokézu (Bednar et al.,, 1996;

Webb a Cabada, 2017).

2.1.1 Hymenolepis diminuta
Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) je zastupce fadu kruhovek

(Cyclophillidea), ¢eledi Hymenolepidae.

Délka dospélce se pohybuje v rozsahu 20-60 cm. Ma protahlé télo valcovitého tvaru,
které je proti ostatnim tasemnicim ndpadné absenci rostellarnich hacki na skolexu

(Volf a Horak, 2007).

Zivotni cyklus H. diminuta je obligatorné dvouhostitelsky. Jako mezihostitel se
uplatiluje hmyz, nejCastéji brouci rodu Tribolium a Tenebrio. Definitivnim hostitelem
jsou hlodavci, a to primarné krysy. Vajicka tasemnice jsou vylucovana z téla definitivniho
hostitele trusem a poziena mezihostitelem. Pozorovan byl také pienos z brouka
na brouka, kdy pozfenim trusu infikovaného jedince byl infikovan jedinec dosud
neosidleny (Pappas a Barley, 1999). V travicim traktu mezihostitele jsou z vajicek
uvolilovany onkosféry - larvy, které migruji do té€lni dutiny hmyzu (haemocoel), kde se
diferencuji do enkapsulovaného stadia (cysticerkoid). V tomto dormantnim stadiu larva
ptetrvava, dokud neni mezihostitel pozien definitivnim hostitelem. V Zaludku a tenkém
stieve potkana se télo mezihostitele rozklada a cysticerkoid je uvolnén do traviciho traktu.
V reakci na chemické prostiedi traviciho traktu dochazi k excystovani a uvolnéni
skolexu. Pomoci ptisavek se tasemnice pfichycuje k intestindlni stén¢ a béhem 20 dnt

dospiva. Dospély jedinec je schopen vyprodukovat az 250 000 vaji¢ek denné. Vajicka
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jsou ve stfevnim lumen uvoliiovana oddélenim a rozlozenim zralych proglotid

(CDC - DPDx, 2017; Dewey, 2001). Zivotni cyklus je znazornén na schématu (Obr. 2).

prazdna cysta  skolex dospélec
&&“:"Q’-gﬁ\

(XEC B @ — e |5
A Rz

~

_—J
(excystovani) 2-3 tydny

A

cysticerkoid onkosféra

Obr. 2 Zivotni cyklus tasemnice Hymenolepis diminuta. Upraveno podle

(Rozario a Newmark, 2015)

Clovék, ackoliv neni primarnim hostitelem, miZe byt infikovan pozienim
mezihostitele obsahujiciho cysticerkoid piimo z prostiedi i v potrave, jako je suSené
ovoce Ci ceredlie. Infekce tasemnici H. diminuta se manifestuje jako hymenolepidza.
Plivodcem hymenolepidozy miize byt i ptibuzna tasemnice détskd (Hymenolepis nana).
Infekce zpravidla probihd asymptomaticky, ale mohou se objevit symptomy jako bolest
bficha, prijem, bolest hlavy, pruritus ¢i dokonce anorexie. Ackoliv jsou pfipady nakaZeni
¢loveéka vzacné 1 v zemich tfetiho svéta, byly dokumentovany piipady infikovanych déti

i ve vyspelych zemich (Kotodziej et al., 2014; Patamia et al., 2010; Tena et al., 1998).

Diagndéza se opird o nalezeni a identifikaci vajicek H. diminuta ve stolici nakazeného
jedince. Vajicka H. diminuta jsou kruhovitého aZ mirn€ ovalného tvaru a méii 60-79 pm.
Obsahuji onkosféru se Sesti hacky a prazdny prostor vyplnény Zelatindzni matrix mezi
onkosférou a vnéjSim obalem. Vajicka H. diminuta jsou velmi podobna vajickim
H. nana. Zasadni rozdil pro diferencialni diagnostiku proti H. nana tkvi v neptitomnosti
polarnich filament v matrix. Rozdil je patrny znésledujiciho ndkresu (Obr. 3)

(Garcia, 20006).
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Obr. 3 Vajicko Hymenolepis nana (vlevo) a Hymenolepis diminuta

(vpravo). Piekresleno dle (Garcia, 2006)

Lékem volby je prazikvantel v jednorazové peroralni davce 25 mg/kg. Alternativu

pfedstavuje nitazoxanid ¢i niklosamid (Pearson, 2016).

Vyznam H. diminuta spociva predevsim v jejim vyuziti jako laboratorniho modelu.
Diky svému zivotnimu cyklu, ktery je zcela reprodukovatelny v laboratornich
podminkach, je  vhodnym  modelem pro studium biologie tasemnic
(Rozario a Newmark, 2015). Zkoumana je také moznost vyuziti H. diminuta jako soucast
helmintoterapie, kterd spociva v cileném infikovani jedince helmintem za ucelem
prevence ¢i kontroly nejen zdnétlivych onemocnéni stiev, ale i jinych onemocnéni
s imunologickym podkladem jako jsou alergie, astma ¢i zavazné choroby autoimunitniho

charakteru (Melon et al., 2010).

16



2.2 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazolova anthelmintika jsou jednou z nejb&znéji pouzivanych skupin
anthelmintik. Jsou aktivni proti Sirokému spektru helminti a jsou vyuzivdna jak
ve veterinarni, tak v humanni mediciné. Nekteré benzimidazolové slouceniny jsou
pouzivany dokonce i v zemé&délstvi pro kontrolu parazitickych helminta rostlin ¢i jako

fungicidy (Junquera, 2017).

Prvnim benzimidazolovym anthelmintikem byl thiabendazol. Syntetizovan byl
v Sedesatych letech dvacéatého stoleti. Jeho chemickou modifikaci byli v zapéti vyvinuti
dalsi zastupci, a to fenbendazol, oxfenbendazol a oxibendazol. Nejzndméjs$imi zastupci
skupiny jsou dnes albendazol a mebendazol. Proti prvnim benzimidazolovym
anthelmintiklim, kterd jsou U¢innd piedevSim proti gastrointestindlnim hlisticim, mayji
spektrum G¢inku rozsifené o tasemnice a respiratorni hlistice. Albendazol je navic ucinny
také proti ostatnim non-gastrointestinalnim hlisticim a dospélciim motolice jaterni
(Fasciola hepatica). V tomto ohledu je zajimavy triklabendazol, ktery neni u¢inny proti
hlisticim ¢i tasemnicim, ale je U¢inny proti larvalnim i dospélym stddiim trematod.
Pro-benzimidazoly jsou proléciva benzimidazolovych anthelmintik. Patii sem febantel,
netobimin a thiofamat. V hostitelském organismu jsou pfeménovany na aktivni
slou€eniny, febantel je proléivem fenbendazolu, netobimin je prolécivem albendazolu.
Proti aktivnim slou¢enindm jsou vice rozpustné ve vod¢ (Furtado et al., 2016;

Junquera, 2017).

Benzimidazolové anthelmintika maji spole¢nou chemickou strukturu liici se pouze
ve vedlejsich skupinach. Vedlejsi skupiny piimo souvisi s jejich toxicitou. Pouzivani
thiabendazolu, ktery ma v poloze 2 navazany thiazolovy kruh, bylo pro jeho zna¢nou

toxicitu omezeno (Furtado et al., 2016; Junquera, 2017).

Mechanismus G¢inku benzimidazolovych anthelmintik spociva v inhibici formovani
mikrotubuli. Mikrotubuly jsou bunécéné organely majici dilezitou funkei v procesech,
jako je mitoza, bunécnd motilita, intracelularni transport ¢i bunécnéd sekrece. Jsou
kontinualné formovany polymerizaci heterodimerické bilkoviny tubulinu na jednom
konci, zatimco na konci druhém dochazi k depolymerizaci. Dimer tubulinu se sklada
ze dvou pribuznych bilkovinnych podjednotek, a to a-tubulinu a B-tubulinu. Pravé
B-tubulin je cilem benzimidazolovych anthelmintik. Molekula benzimidazolu se

na B-tubulin vaze ve chvili, kdy je heterodimer tubulinu pii depolymerizaci oddélovan
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od mikrotubulu, coz vede ke zkracovani a uplnému vymizeni mikrotubulu. Vysledkem
ztraty mikrotubulii je neschopnost bun¢k tegumentu tasemnic a intestinalnich bunék
hlistic pfijimat glukdzu, coz vede k vyCerpani zasob glykogenu, paralyze az smrti Cerva.
JelikoZ jsou mikrotubuly nepostradatelné pro bunécnou homeostazu, jejich ztrata zptisobi
smrt u vSech forem parazitarniho Cerva. Benzimidazolové anthelmintika tak mizeme

oznacit za ovicidni, larvicidni i adulticidni (Martin, 1997).

2.2.1 Mebendazol
Mebendazol (MBZ), chemicky methyl-[5-benzoyl-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat,
je Sirokospektré benzimidazolové anthelmintikum, které je v huméanni i veterinarni

mediciné pouzivané pies 20 let.

Biologicka dostupnost MBZ je nizka (max. 22 %), ale potrava bohata na tuky muze
jeho absorpci zvySovat. Latka je Spatné rozpustna ve vodé a podléhd extenzivnimu first
pass metabolismu ve stfevni sténé a jatrech. Az z 95 % se vaze na plasmatické bilkoviny.
Hlavni produkty metabolismu vznikaji v prvni fazi redukci ketoskupiny na hydroxylovou
a dekarbamoylaci na imidazolovém kruhu (Obr. 4). Ve druhé fazi tyto metabolity
podléhaji konjugaci. Zadny ze vznikajicich metabolitti neni farmakologicky aktivni.

Metabolity jsou vylu¢ovany zluci i moc¢i (Dayan, 2003).
H
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Obr. 4 Metabolismus 1. fize mebendazolu. Upraveno dle (Nishimuta et al., 2013)
Ve veterindrni mediciné je MBZ indikovan u koni v davce 8,8 mg/kg a v davce
15 mg/kg u ovcei a koz. V humanni medicin€ se pouziva predevsim k 1€¢bé intestinalnich
nematodéz a echinokokézy. Doporucené davkovani u ¢loveka je 100 mg v jednorazové

oralni davce, kterda miZze byt po 2 aZz 3 tydnech zopakovana. U né&kterych tropickych
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onemocnéni mize byt podavano 100 mg dvakrat denn€ po dobu 3 dnil, nebo miize byt
podano 500-600 mg jednorazové. Nezadouci uCinky mohou byt prijmy, mirné
abdominalni bolesti az poSkozeni jater a tutlum kostni dfené¢ u dlouhodobych
vysokodavkovych rezimi. Kvuli riziku teratogenity je kontraindikovan v te¢hotenstvi

(EMEA-European Medicines Evaluation Agency, 2001).
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2.3 Rezistence helmintii na anthelmintika

Rezistence parazitickych helmintl k anthelmintikiim je stale se rozSifujici fenomén
a predstavuje vzrastajici problém, ktery snizuje produktivitu zivo¢isné vyroby a také
ohrozuje uspésnost 1écby u lidi. Intenzivni pouzivani anthelmintik u hospodatskych zvirat
vyustilo k roz$ifené rezistenci na vSechna znama anthelmintika. Jak je vidét z obrazku
(Obr. 5), prvni vyskyty rezistence jsou dokumentovany jen nékolik let po zavedeni

anthelmintika.

Zavedeni 1940 1961 1970 1981 1991

helmintik . . . . .
anthelmintika Benzimidazoly Imidazothiazoly =~ Makrocyklické laktony Makrocyklické laktony

Fenothiazi
enotiazm (Thiabendazol) (Levamizol) (Ivermektin) (Moxidektin)

Vyskyt

: 1957 1964 1979 1988 1995
rezistence

Obr. 5 Vyvoj rezistence k anthelmintikim. Upraveno dle (James et al., 2009)

Jako rezistenci oznaCujeme situaci, kdy citliva populace vykazuje jakékoli snizeni
odpovédi na 1é¢bu a je kompletni, kdyz maximalni davka lé¢iva tolerovatelna hostitelem
nema zadny efekt. Snizeni odpovédi na 1éEbu se nicméné mize manifestovat riznymi
zpisoby, a to jako dédi¢né snizeni efektivity anthelmintika proti populaci parazita, ktery
na lécbu anthelmintikem obecné odpovida, nebo jako sniZzeni doby, po kterou lécba
anthelmintikem vykazuje efekt, tedy kdyz je u rezistentnich populaci vyzadovana Castéjsi
lécba nez diive. Rezistenci lze také charakterizovat jako zvySeni poctu organismui
nesoucich gen spojovany s rezistenci v populaci. Rezistence muze vznikat selekci
primarné rezistentnich organismii nebo dédicnymi zménami odpovédi na 1écivo
a naslednou selekci pod tlakem 1é¢iva. Tyto zmény mohou byt charakteru genetického ¢i

epigenetického (James et al., 2009).

MW

Rezistence muze vznikat mnoha mechanismy. Jednou z moznych pti¢in mohou byt
se mluvi o jednonukleotidovych polymorfismech (single-nucleotide polymorphism,
SNP), které¢ mohou vést k substituci aminokyseliny v cilové struktute 1é¢iva a tedy zméné
afinity léciva k této struktufe (James et al., 2009). SNP byly popsany u nematod

rezistentnich na benzimidazolova anthelmintika. Zmény v kodonech 167, 198 a 200 genu
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kédujiciho B-tubulin jsou zodpovédné za konformacni zmény tohoto proteinu a brani
interakci benzimidazolu s vazebnym mistem. Zmény kodont v pozicich 167 a 200 vedou
k substituci fenylalaninu tyrosinem, kdeZzto zména kodonu v pozici 198 vede k substituci

glutamové kyseliny alaninem (Furtado et al., 2016).

Dalsimi prostfedky podilejicimi se na rozvoji resistence mohou byt efluxni

transportéry a enzymy metabolizujici xenobiotika (James et al., 2009).
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2.4 Metabolismus xenobitotik u helminti

Xenobiotika jsou organismu cizi latky syntetického i1 pfirodniho ptvodu, které
nemohou slouZit jako zdroj energie ¢ jako prekurzor endogennich molekul. Casto se
jedna o polutanty, aditiva ¢i praveé o 1€civé latky. Xenobiotika ptedstavuji pro organismus
potencialni nebezpe€i, proto se vyvinul systém jejich detoxifikace - enzymy
metabolizujici xenobiotika. Jelikoz jsou xenobiotika predevsim lipofilni slouceniny, které
se snadno vstiebavaji a t€Zko vylucuji, je cilem enzymii metabolizujicich xenobiotika
jejich pfeména na hydrofilngj$i slouceniny, které hufe pronikaji do dalSich tkani,
omezen¢ji interaguji s biomakromolekulami, a které 1ze z organismu snadnéji vyloucit

(Skélové a Bousova. 2013).

Metabolismus xenobiotik délime do tii fazi. Prvni fazi ptedstavuje oxidace, redukce
¢i hydrolyza, jejichz cilem je odkryti ¢i inzerce hydrofilnich funk¢nich skupin
do struktury xenobiotika. Ve druhé fazi podléhaji xenobiotika ¢i jejich metabolity
konjugaci s endogennimi slou¢eninami, jako je glutathion (GSH), glukuronova kyselina
¢i aminokyseliny. Za tfeti fazi metabolismu xenobiotik je povazovan aktivni transport

pfes membranu pomoci proteinovych transportéri (Matouskova et al., 2016).

2.4.1 Fazel

hemoproteini, kterd je dale klasifikovana do rodin a podrodin. U bakterii, hub, hmyzu,
rostlin i obratlovcl katalyzuji vétSinu oxidacnich reakci. Typicky funguji jako
monooxygenasy, tedy katalyzuji hydroxylace, dealkylace, epoxidace, dekarboxylace,
izomerizace, ale mohou zastavat i funkci peroxidas ¢i reduktas. Dilezitou roli hraji také
v endogennim  metabolismu  steroidii, mastnych kyselin a prostaglandina

(Cvilink et al., 2009; Matouskova et al., 2016).

Na subcelularni Grovni se CYP nachéazeji zejména v mikrosomech — bunécnych
organelach, které jsou formovany po poruseni endoplasmatického retikula. Nachazeji se
také na bunécnych membranach a membranach mitochondrii

(Anzenbacher a Zanger, 2012).

Detekce monooxygenasové aktivity CYP byly u helmintd dlouho neutspésné
a helminti byly tak povazovani za vyjimecné organismy bez CYP. Zména nastala
s pokrokem v genetické analyze, kterd prokazala existenci genti kddujicich CYP

v genomu had’atka obecného (Caenorhabditis elegans), nepatogenni hlistice hojné
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vyuzivané jako modelovy organismus. U had’atka bylo identifikovano okolo 80 genl
kodujicich CYP (Cvilink et al., 2009). U jinych helminti jako je krevnicka stievni
(Schisostoma mansoni), krevnicka moc€ova (Schisostoma haematobium), motolice jaterni
(Fasciola hepatica) ¢i motolice psi (Opistorchis felineus) byly nalezeny pouze 1 ¢i 2 geny
(Matouskova et al., 2016). Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) ma mnoho genti

kodujicich CYP a jejich exprese zavisi na stadiu hlistice (Laing et al., 2015).

Pokrok nastal také v detekci typické monooxygenasové aktivity CYP. Pomoci
modelovych substratt aldrinu, ktery podléha epoxidaci, a ethoxykumarinu, ktery podléha
deethylaci, byla monooxygenasova aktivita detekovdina u H. contortus
(Kotze, 2000, 1997). U S. mansoni byla oxidasova aktivita cytochromu prokazana
pomoci variety modelovych substrati (aminopyrin, ethylmorfin, benzfetamin,
N-nitrosyldimethylamin, anilin, pentoxyresorufin). V piipad¢ S. haematobium byla

prokédzéana aktivita pouze u substratu aminopyrinu (Saeed et al., 2002).

I pres nizky pocet CYP genli byly u helminti pozorovany oxidace nékterych
anthelmintik, které jsou spojovany s rezistenci helmintii na tyto 1é¢iva. Albendazol (ABZ)
byl oxidovan na ABZ-sulfoxid unematod C. elegans (Laing et al., 2010) a H. contortus
(Cvilink et al., 2008), u motolic motolice kopinaté (Dicrocoelium dendriticum)
(Cvilink et al., 2009) a motolice obrovské (Fascioloides magna) (Prchal et al., 2016)
a u tasemnic tasemnice ov¢i (Monezia expanza) (Prchal et al. 2015) a Mesocestoides
vogae (Munguia et al., 2015). Zajimavé je, Ze u tasemnice H. diminuta tato
biotransformace pozorovdna nebyla (Bartikova et al. 2012). U F. hepatica byl
triklabendazol (TCBZ) metabolizovan na TCBZ-sulfoxid a TCBZ-sulfon, tyto reakce
byly navic indukovany u rezistentnich kment (Brennan et al., 2007). Inkubaci
s ketokonazolem, jakoZzto inhibitorem cytochromu, byla zvySena odpovéd’ rezistentni
F. hepatica na 1écbu TCBZ. (Devine et al., 2012) Podobné byla pozorovana oxidace
monepantelu (MOP) na MOP-sulfoxid a MOP-sulfon a sulfoxidace fenbendazolu
u H. contortus (Stuchlikova et al., 2014).

Na biotransformaci xenobiotik u helminti se, stejné jako u savca, podili také
peroxidasy. Peroxidasy jsou primarn¢ antioxidacni enzymy, které chrani helminta
pred oxidacnim stresem. Pfitomnost helminta v hostitelském organismu vede k aktivaci
imunitniho systému hostitele a zvySeni produkce volnych radikala. Pfed hostitelskymi

oxidanty helminta chrani také dal$i enzymy — superoxiddismutasa (SOD), katalasa,
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glutathionperoxidasa, xantinoxidasa, cytochrom c¢ peroxidasa a peroxiredoxiny
(Cvilink et al., 2009). Aktivita peroxidasy, SOD, katalasy a glutathionreduktasy (GR)
byla dokazana u D. dendriticum, M. expansa (Bartikova et al., 2010; Prchal et al., 2014).
U H. contortus 1 H. diminuta byla pozorovana aktivita peroxidasy, katalasy a SOD

(Bartikova et al. 2012; Vokial et al. 2013).

Reduktasy a hydrolasy byly proti oxidasam povazovany za dilezité biotransformacni
enzymy helminti jiz po mnoho let. Redukéni metabolismus je dullezity zejména
u sloucenin s karbonylovou funkéni skupinou, jelikoz ptestavuji kviili své toxicité
a reaktivité riziko pro organismus. Aldehydy a ketony jsou metabolizovany reduktasami,
které klasifikuyjeme do nékolika tfid véetné reduktas s kratkym fetézcem (SDR)
a aldo-ketoreduktas (AKR). Jejich vyznam do urCit¢ miry potvrzuji i pocty gent
kodujicich AKR a SDR nalezenych u helmintt, které prevysuji poCty nalezenych gent
koédujicich CYP (Matouskova et al., 2016).

AKR jsou rozpustné enzymy vyuzivajici NAD(P)H jako kofaktor pro redukci
aldehydt a ketonti na primarni a sekundéarni alkoholy. Jsou to oxidoreduktasy, reakce tedy
mohou probihat v obou smérech, nicméné AKR preferencné katalyzuji redukci. SDR jsou
pocetnou nadrodinou enzym strukturné velmi odlisnych od AKR. Vyznamnymi zastupci
SDR  jsou karbonylreduktasy @ (CBR) (Anzenbacher a Zanger 2012;
Skalova a BousSova. 2013).

Redukce karbonylovych skupin byla studovana u H. contortus. Bylo pouzito nékolik
modelovych substrati: D,L-glyceraldehyd a daunorubicin jako modelové substraty
AKRIA a CBR, acenaftenol jako substrdt AKRIC, metyrapon jako substrat
pro cytosolické AKRIA, AKRIC a CBR a mikrosomalni
11B-hydroxysteroiddehydrogenasu a oracin jako univerzalni modelovy substrat. VSechny
modelové substraty byly metabolizovany (Cvilink et al. 2008). Homogenaty H. diminuta
také redukuji modelové aldehydy, a to acetaldehyd, glyceraldehyd a p-nitrobenzaldehyd
(Munir a Barrett, 1985). V novéjsi studii byla prokazana redukce i dalSich modelovych
substrat (4-pyridinkarboxaldehydu, acenaftenolu a oracinu). Navic byla u H. diminuta
prokdzéna redukce karbonylové skupiny u anthelmintik MBZ a flubendazolu (FLU)
(Bartikova et al. 2012). Totéz bylo dokdzdno 1 wu dal§ich parazitickych
helmintl — H. contortus (Vokial et al., 2010), M. expanza (Prchal et al. 2014). Redukce
MBZ byla potvrzena i u F. magna (Prchal et al. 2015).
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24.2 Fazell

Mezi zndmé reakce druhé faze metabolismu xenobiotik patii glukuronidace,
sulfonace, acetylace, metylace, glukosidace, konjugace s GSH a konjugace
s aminokyselinami. U helmintd jsou zkonjuga¢nich enzyml dobfe prozkoumany

zejména glutathion-S-transferasy (GST). Ostatni enzymy jsou v porovnani opomijeny

(Cvilink et al. 2009).

Enzymy nadrodiny GST jsou cytosolické, mikrosomalni i mitochondridlni. U savct
se cytosolické (rozpustné) GST klasifikuji do osmi tfid (alfa, mi, pi, kappa, omega, sigma,
théta, zéta). Mikrosomalni GST jsou také oznacovany jako MAPEG
(membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism). Hlavni
aktivitou GST je konjugace elektrofilnich substanci s tripeptidem GSH, ale jsou
spojovany 1 s jinymi aktivitami, jako je biosyntéza steroli a leukotrienti, degradace

peroxidi ¢i izomerizace (Anzenbacher a Zanger, 2012).

U helmintt se GST tcastni detoxifikace lipidovych hydroperoxida a karbonylovych
slouCenin vzniklych oxida¢nim stresem. Bylo izolovdno nékolik isoforem enzymu,
i né€kolik gent koédujicich tento enzym u cestod Echinococcus granulosus a T. solium,
u nematod Setaria digitate a Necator americanus a u trematoda Fasciola gigantica.
Vsechny GST mély vysokou aktivitu  vG¢i  modelovému  substratu
1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB). Nicméné dosud nebyly u helmintl identifikovany
zadné konjugity GSH s anthelmintikem. Diky tomu se mizeme domnivat, ze GST
helmintim slouzi spiSe jako protein nespecificky vyvazujici xenobiotika nez jako

konjugacni enzym (Matouskova et al., 2016).
Vysoka aktivita GST byla pozorovana u M. expansa (Prchal et al., 2014).

U H. diminuta byly isolovany 4 isoformy GST. Vice nez 95 % GST aktivity
s modelovym substratem CDNB bylo detekovano v cytosolické frakci proti frakci
mikrosomalni. Nebyla detekovana Zzadna aktivita s kumenhydroperoxidem, ktery je
modelovym substratem alfa tfidy savC€ich GST, ani s etakrynovou kyselinou, modelovym
substratem alfa a pi tfidy (Brophy a Barrett, 1990).V novéjsi studii byla potvrzena vysoka
aktivita GST v cytosolické frakci. Zaroven, podobné jako v ptfedchozich studiich,
ale nebyly nalezeny zddné konjugaty zkousSenych 1éciv (ABZ, FLU, MBZ) s GSH
(Bartikova et al. 2012).
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I jiné transferasy (N-acetyltransferasa, methyltransferasa, sulfotranseferasa)
kazalyzuji konjugacni reakce xenobiotik i eobiotik u savct. Jejich pfitomnost u helmint
byla predpovédéna sekvenovanim genomu C. elegans, nicméné vyskyt téchto enzymi je
u helmintli dokumentovan sporadicky. N-acetyltransferasova aktivita byla detekovana
u Brugia pahangi, Ascaridia galli, Ascaris suum, Onchocerca volvulus, F. hepatica
a C. elegans (Cvilink et al. 2009). U C. elegans byla pozorovana také sulfonace
strukturnich proteini (Kim et al., 2005). Sulfotransferasova aktivita byla nalezena
u S. mansoni (Pica-Mattoccia et al., 2006). Naopak zadna sulfotransferasova aktivita

nebyla detekovana u H. diminuta (Raines a Barrett, 1988).

Dalsimi konjugacnimi enzymy jsou UDP-glykosyltranferasy. Katalyzuji tvorbu
glykosidické vazby mezi hexosovym zbytkem a lipofilni slou¢eninou. Hlavnimi reakcemi
katalyzovanymi témito enzymy jsou UDP-glukuronidace a UDP-glukosylace, které
vyuzivaji UDP-glukuronové kyseliny a UDP-glukosy jako kofaktort. Savci vyuzivaji
také UDP-galaktosu, UDP-N-acetylglukosamin, UDP-N-acetylgalaktosamin
a UDP-xylosu (Anzenbacher a Zanger, 2012). Glukuronidace je dilezita eliminacni cesta
mnoha lipofilnich produkti metabolismu a xenobiotik u savcl. Glukosidace je
u obratlovel méné casta, nicméné¢ je velmi vyznamna u rostlin a bakterii
(Matouskova et al., 2016). Glukosidace jako deaktiva¢ni reakce benzimidazolovych
anthelmintik ABZ a FLU byla detekovana u C. elegans (Laing et al., 2010) a H. contortus
(Vokial et al.,, 2012). Vyznam UGT pro rezistenci helmintli na anthelmintika byl
naznacen nckolika studiemi. Naptiklad rezistentni kmeny H. contortus produkovaly
daleko vétsi mnozstvi konjugatii glukosy s ABZ a FLU nez kmeny odpovidajici na 1écbu
anthelmintiky (Vokial et al., 2012). U M. expanza byla detekovana UGT aktivita vaci
modelovym substratim, ale konjugaty glukosy ¢i glukuronové kyseliny s ABZ, FLU ani
MBZ nebyly dokézany (Prchal et al. 2015). Podobné¢ byla aktivita pozorovana
u H. diminuta, ale Z7adné konjugdty s anthelmintiky nebyly detekovany

(Bartikova et al. 2012).

U H. contortus bylo detekovano 34 genti kodujicich UGT. Nicméné u tasemnic
Echinococcus multiocularis, E. granulosus, T. solium a H. microstoma nebyly

detekovany zZadné geny kodujici UGT (Matouskova et al., 2016).
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2.4.3 Fazelll

Za treti fazi biotransformace xenobiotik se nyni povazuje jejich transport.
Transportéry, membranové vazané proteiny piendsejici slouCeniny pies membrany,
muzeme delit na influxni a efluxni. Zejména transportériim druhého typu je pfipisovan
velky vyznam v 1ékové rezistenci a jsou tak daleko vice prozkoumany. Existuje pét rodin
efluxnich transportéri: ABC (ATP-binding cassette) transportéry, MATE (multridrug
and toxic compound extrusion) transportéry, MFS (major facilitator superfamily)
transportéry, RND (resistence nodulation division) transportéry a SMR (small multidrug

resistance) transportéry (Matouskova et al., 2016).

Z pohledu 1ékové rezistence jsou nejvice prozkoumany ABC transportéry, jako je
ABCBI, znamy téz jako P-glykoprotein ¢i MDR 1 (multidrug resistance protein 1),
ABCCI1 (multidrug resistence associated protein 1, MRP1) ¢i ABCG2, spise znamy jako
BCRP (breast cancer resistence protein) (Saier et al., 2014). ABC transportéry jsou
vsudypfitomné, nalezeny byly u vSech typti bunék od mikrobti po ¢lovéka. Skladaji se
ze Ctyf domén - dvé transmembranové a dvé domény vazajici nukleotidy. Pfi transportu
dochazi ke konformacnim zméndm. Transport za€ind interakci se substratem, nasleduje
vazba ATP, ktera aktivuje konformac¢ni zmény a vede k piesunuti substratu. Po hydrolyze

ATP je transportér regenerovan do ptiivodniho stavu (Higgins, 2001).

U helmintii byly ABC transportéry poprvé identifikovany u C. elegans, kde se
jednalo o né¢kolik homologti P-glykoproteinu (Lincke et al., 1992). Dodnes bylo
v genomu C. elegans identifikovano na 60 gent kodujicich ABC transportéry
(Matouskova et al., 2016). U nematod byly ABC transportéry nalezeny u celé fady
helmintt. Navic, byla prokézana jejich role v 1€kové rezistenci na makrocyklické laktony,
zejména ivermektin (Godoy et al., 2015). U trematod rodu Schisostoma bylo nalezeno
okolo 20 gend kodujicich ABC transportéry. Prazikvantel se ukazal jako substrat
1 inhibitor P-glykoproteinu SMDR2 u §. mansoni (Kasinathan et al., 2010). Navic byla
exprese tohoto P-glykoproteinu vyssi u rezistentnich kment (Messerli et al., 2010).
U F. gigantica byly identifikovany 4 ABC transportéry, a to P-glykoprotein, MRP1,
BCRP a BSEP (bile salt export pump, ABCBI1). Exprese MRP1 a BSEP byla
upregulovana v pfitomnosti TCBZ, coz naznacuje jejich roli v exportu anthelmintik
(Kumkate et al.,, 2008). Evidence aktivniho efluxu byla pozorovana také

u D. dendriticum, kterd aktivn¢ transportovala ABZ. U ABZ je zndmo, Ze neni
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substratem P-glykoproteinu, jednalo se tak s nejvyssi pravdépodobnosti o jiny efluxni

transportér (Bartikova et al., 2011).

U tasemnic neni o efluxnich transportérech k dispozici mnoho informaci.
Publikované genomy piitomnost geni kodujicich transportéry naznacuji. Naptiklad
genom H. microstoma obsahuje 18 genti kddujicich ABC transportéry a 4 geny kodujici
MATE transportéry (Matouskova et al., 2016). Dikaz, ze ABC transportéry tasemnic
mohou interagovat s modelovymi substraty, pfinesla studie (Nicolao et al., 2014),
kde E. granulosus vykazoval schopnost efluxu modelového substratu pro P-glykoprotein

a MRP1, ktery byl také inhibovan znamymi inhibitory P-glykoproteinu.
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3 CIL PRACE

Tato prace ma za hlavni cile:

Ovéfit moznost ovlivnéni aktivity enzymt metabolizujicich xenobiotika
mebendazolem u tasemnice krysi (H. diminuta)
Priblizit roli enzym@ metabolizujicich xenobiotika v  rozvoji

helmintorezistence u tohoto parazita

K dosazZeni hlavnich cilli bylo nutné splnit nésledujici dil¢i cile:

Izolovat jedince tasemnice H. diminuta z definitivniho hostitele potkana
laboratorniho (Rattus norvegicus) za vyuziti mezihostitele potemnika
moucného (Tenebrio molitor)

Inkubovat izolované tasemnice s 1uM a 10uM mebendazolem po dobu
24 hodin a ptipravit subcelularni frakce

Stanovit aktivity vybranych enzymt v pfipravenych subcelularnich frakcich

a ziskané vysledky podrobit statistické analyze
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Potkan laboratorni (Rattus norvegicus, kmen Wistar), 6 jedincii
Potemnik mou¢ny (Tenebrio molitor)

Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta)

4.1.2 Chemikalie

4-pyridinkarboxaldehyd (Sigma-Aldrich)

Acenaftenol (Sigma-Aldrich)

Anilin (Sigma-Aldrich)

BSA (Sigma-Aldrich)

CDNB (Fluka)

DMSO (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

FBS (Sigma-Aldrich)

GSH (Sigma-Aldrich)

GSSG (Koch Light Laboratories)

HEPES (Sigma-Aldrich)

Inkuba¢ni médium RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)

Mebendazol (Fluka)

Menadion (Sigma-Aldrich)

Molybdenan amonny (Lachema)

NADP+ (Serva)

NADPH (Serva)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma-Aldrich)

p-nitrofenol (Fluka)

PEN/STREP (Sigma-Aldrich)

Pyrokatechol (Lachema)

SOD Assay Kit (Sigma)

UDP-GA (Sigma)

UDP-Glc (Sigma)

Ostatni bézné chemikalie (Sigma-Aldrich, Penta)
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4.1.3 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy Scaltec SBC 22

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

Centrifugacni kyvety

Laboratorni nadobi (kadinky, petriho misky, lahve a dalsi)
Laboratorni vahy Kern KB

Magneticka michacka Colour Squid IKA

Mikrocentrifuga PlateFuge BenchMark

MS2 Minishaker IKA

Nadoby na led

pH Metr WTW InoLab Level 2

Pipety Finnpipette, Biohit MLine

Potter S homogenizator 30 ml s pistem - B. Braun Biotech International
Spektrofotometr Tecan Infinite M 200

Thermomixer comfort Eppendorf

Ultracentrifuga AVANTI J-30I — Beckman Coulter

Ultrazvukova lazen Sonorex Bandelin

4.1.4 Spotiebni material

Mikrotitraéni desticky GAMA

Mikrotitracni desticky GREINER
Mikrozkumavky Eppendorf Safe-Lock
Spicky Sartorius Biohit, Neptune, Eppendorf
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4.2 Izolace jedincii tasemnice krysi z laboratorniho potkana

K experimentim bylo v prvnim kroku nutné ziskat dospélé jedince tasemnice
H. diminuta. Pro jejich izolaci bylo nutné infikovat laboratorni potkany (R. norvegicus,
kmen Wistar), ktefi jsou jakozto definitivni hostitelé tasemnice nutni k jejich dospivani.
V experimentu bylo pouzito 6 potkant. Po uspani etherovou anestezii bylo zvifatim
pomoci gastrointestindlni sondy aplikovano 12 cysticerkoidii v 0,5 ml fyziologického
roztoku. Tyto cysticerkoidy byly ziskany z infikovaného mezihostitele, potemnika
moucného (7. molitor), kdy ve fyziologickém roztoku byly za pouziti optického
mikroskopu vypitvany vnitinosti a z nich izolovany cysticerkoidy. Potkani byli po dobu
3 tydnt za standardnich podminek chovéni ve vivariu nejprve ve spolecném kotci, poté

musel byt jeden jedinec od skupinky oddé€len pro agresivni chovani zbytku skupiny.

Po ttech tydnech byl odebran trus skupiny 5 potkanli a oddélené¢ho jednotlivce.
Odebrany trus byl po rozmélnéni v redestilované vod¢ na Petriho misce opticky
kontrolovan na pfitomnost vajicek. U vSech vzorki byla pfitomnost vajicek potvrzena.
Pro kontrolu byli potkani ndsledn€ umisténi po jednom do samostatnych kleci a po dal§im
tydnu byly opét odebrany vzorky trusu a nasledné kontrolovany na piitomnost vajicek.
Nalezenim vajicek v trusu kazdého z 6 potkanti byla potvrzena ptitomnost dospélych
tasemnic ve stfevech vSech infikovanych potkanti a mohlo se pfistoupit k izolaci

tasemnic.

4.3 Inkubace jedinca tasemnice krysi s mebendazolem

Potkani byli uspani pomoci etherové anestezie a usmrceni cervikalni dislokaci
s naslednym vykrvacenim. Byla oteviena biiSni dutina a izolovdna stfeva. Jejich
proplachnutim nesterilnim roztokem PBS (37 °C) byly ziskany Zivé tasemnice. Ty byly
3x proplachnuty v nesterilnim PBS a 3x proplachnuty ve sterilnim PBS s ATB. Kazda
tasemnice byla pienesena do inkubacni lahve (25 ml). Jako inkuba¢ni médium bylo
u vSech skupin pouzito 20 ml RPMI 1640 R8758 obohacené o 2,5 ml PEN/STREP
(10 000 jednotek PEN/ 10 mg STREP v 1 ml), 5 % FBS a 10 ml HEPES (1M). Tasemnice
byly inkubovany v CO; inkubatoru (37 °C, 5 % CO,). Celkem bylo takto ziskano

53 tasemnic, z nich 8 bylo z experimentu vytazeno pro nestandardni velikost.

Po usmrceni vSech potkanti a ziskani vSech tasemnic byl zapocat experiment. Celkem
bylo pro dalsi ¢ast experimetnu pouzito 45 tasemnic. 10 tasemnic bylo jako kontrolni

skupina zamrazeno pii -80°C pied inkubaci. Zbytek tasemnic byl ndahodné rozdélen
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a po ptidani 20 ul DMSO (10 tasemnic), 20 ul 1mM roztoku MBZ v DMSO (6 tasemnic)
nebo 20 pl 10mM roztoku MBZ v DMSO (6 tasemnic) inkubovan po dobu 24 hodin.
Po uplynuti inkuba¢ni doby byly tasemnice proplachnuty v PBS a po skupinach vlozeny
do pfedem zvazenych falkonek. Z kontrolni skupiny byly vyfazeny dalsi dvé tasemnice,

které po inkubaci nejevily zndmky Zivota. Vzorky byly zamrazeny na -80°C.

4.4 Priprava subcelularnich frakci

Tasemnice byly po skupinich vlozeny do mechanického homogenizatoru s 15 ml
Na-fosfatového pufru o pH 7,4, ziskanym smisenim 0,1M roztoku dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho (Na;HPO; . 12H;0) a 0,IM roztoku dihydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4 . 2H>O) v poméru 4:1 za stalé kontroly pH,
a homogenizovany. Ziskané homogenaty byly pielity do centrifugacnich kyvet. Pist
1 homogenizator byly poté oplachnuty 15 ml Na-fosfatového pufru, ktery byl pfidan
do centrifugac¢nich kyvet.

Kyvety byly centrifugovany po dobu 20 minut pii 4 °C pii 5000 g (1. toceni)
v centrifuze Heraeus (rotor #3335). Peleta s obsahem potrhanych bunéénych membran,
cév, vaziva a jader byla odstranéna. Supernatant byl ptelit do ¢istych centrifugacnich
kyvet a centrifugovan po dobu 60 minut pti 4 °C pii 20 000 g (2. toceni). Takto ziskany
supernatant byl opatrné ptelit do kyvet pro ultracentrifugu Beckman. Kyvety byly plnény
do tfi Ctvrtin, vyvazeny, vlozeny do rotoru proti sobé a centrifugovany po dobu 60 minut

pii 4 °C pi1 105 000 g (3. to€eni).

Peleta z 2. to¢eni obsahovala mitochondrie. Pro jejich ziskani byly odstranény kaly
a peleta byla resuspendovana v Sml Na-fosfatového pufru o pH 7,4 a stejnym pufrem
doplnéna 2 cm pod horni okraj kyvety. Nasledovala centrifugace po dobu 60 minut
pti 4 °C pii 20 000 g (4. toceni). Supernatant, obsahujici ostatni bunééné elementy, byl
odstranén a peleta byla resuspendovana v pufru s 20 % glycerolu, ziskaném smisenim
glycerolu a 0,1M Na-fosfatového pufru v pomeéru 1:4, v mnozstvi odpovidajicim
hmotnosti pivodniho vzorku. Takto ziskand mitochondridlni frakce byla za stalého

michani rozpipetovana po 330 pl do eppendorf mikrozkumavek o objemu 0,5 ml.

Supernatant ziskany pii 3. toCeni je frakci cytosolu. Za stdlého michani byl
rozpipetovan po 1100 pl do eppendorf mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Peleta
z 3. toceni byla resuspendovana v 5 ml pufru, pielita do kyvet a centrifugovéana

v ultracentrifuze po dobu 60 minut pii 4 °C pti 105 000 g (5. toceni). Supernatant byl
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odstranén a kpelet¢ byl piidan pufr sobsahem 20 % glycerolu v mnozstvi
odpovidajicimu plvodni hmotnosti tasemnic. Ziskand mikrosomalni frakce byla
zhomogenizovana a za stalého michani rozpipetovana po 330 ul do eppendorf

mikrozkumavek o objemu 0,5 ml.

Po rozpipetovani byly vSechny frakce ihned uloZzeny do hlubokomraziciho boxu

a zde uchovavany pti -80 °C.
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4.5 BCA Stanoveni bilkoviny

Principem stanoveni je reakce proteinli s méd’natymi ionty v alkalickém prostiedi.
Ty prechazi na ionty médné, které v prostiedi o pfiblizném pH 10 vytvaii
s bicinchoninovou kyselinou (BCA) stabilni modrofialové komplexy. Intenzita zabarveni

zpiisobend témito komplexy je pfimo umérna mnozstvi bilkoviny.
Pouzité roztoky:
e Roztok A - NaHCO; Na,CO3, BCA v 0,1 M NaOH

e Roztok B 2 4% CuS0O4.H,O

e Roztok C ptfipraveny smisenim roztoku A s roztokem B v poméru 50:1

V prvé fadé byla pfipravena kalibra¢ni pfimka. Nejprve byl pfipraven 0,1% roztok
bovinniho sérového albuminu (BSA) natfedénim zasobniho 0,2% roztoku BSA v poméru
1:1 sredestilovanou vodou. Dale byly do 6 mikrozkumavek pfipraveny jednotlivé

roztoky kalibra¢ni piimky dle nasledujiciho schématu (Tab. 1):

Tab. 1 Schéma pipetovaného mnozstvi pro roztoky kalibracni pfimky

Koncentrace Mnozstvi 0,1% Mnozstvi
BSA roztoku BSA redestilovanée vody
1 0 pg/ml 0l 100 pl
2 200 pg/ml 20 pul 80 ul
3 400 pg/ml 40 pul 60 pul
4 600 pg/ml 60 pl 40 pl
5 800 png/ml 80 ul 20 pl
6 1000 pg/ml 100 pl 0 pl

Roztoky vzorkl byly pfipraveny do mikrozkumavek nafedénim jednotlivych frakei

20x destilovanou vodou.

Do mikrotitracni desticky byly napipetovany roztoky kalibracni piimky. Od kazdé
koncentrace bylo napipetovano 10 pl do 6 paralelnich jamek. Do 6 paralelnich jamek bylo
napipetovano také 10 pl roztokii vzorkli. Multikanalovou pipetou bylo do kazdé jamky
pfidano 200 pl roztoku C a desticka byla po dobu 30 minut michana a inkubovana
pii 37 °C. Po inkubaci desticky byla zméfena absorbance pfi 562 nm. Z naméfenych

hodnot byla pomoci kalibra¢ni pfimky vypoc¢tena koncentrace proteinu [pg/ml] ve vzorku
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4.6 Stanoveni aktivit enzymu

4.6.1 Stanoveni aktivity karbonylreduktasy (CBR)

Aktivita CBR byla méfena spektrofotometricky za pfitomnosti substratu menadionu.
Menadion je za pfitomnosti enzymu a kofaktoru NADPH redukovan. Pfi této reakci je

NADPH zéaroven oxidovan na NADP+, coZ se pii méteni projevuje poklesem absorbance.

Pouzité roztoky:
e 0,IM K-fosfatovy pufr o pH 7,4
e 50mM menadion

e 5mM NADPH

Do 8 (v pfipadé cytosolické frakce) nebo 4 (v piipadé mikrosomalni
a mitochondridlni frakce) paralelnich jamek mikrotitracni desticky bylo nejprve
napipetovano 10 pl frakce nebo 10 ul 0,1M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 v ptipadé
slepého vzorku. Takto pfipravend desticka byla nésledné preinkubovéana 5 minut
pii 37 °C. Po preinkubaci bylo do kazdé jamky napipetovano 190 pl mastermixu,
ziskaného smisenim 178 pl pufru, 2 pl menadionu a 10 ul NADPH na kazdou jamku,
a vlozenim desticky do Tecanu bylo zapocato méteni. Po dobu 10 minut byla v intervalu

1 minuty zaznamenavana absorbance pii vinové délce 340 nm a teploté 37 °C.

Z oblasti linedrniho poklesu byl zjistén pokles absorbance za minutu a aktivita

enzymu byla vypocitana dle nasledujiciho vzorce:

Ktivi _ (AA vz — AAsl) « Vi 1000 Umi |
aktivita = R [nmol/min/ml]

AA vz... pokles absorbance vzorku

AA sl...pokles absorbance slepého vzorku

Vi ... objem reak¢ni smési

Vs ...objem biologické frakce

& ... molarni extinkéni koeficient NADPH (6,22 mM'cm™)

l... vySka jamky

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specifickd aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.2 Stanoveni aktivity aldo-ketoreduktasy 1A1 (AKR1A1)

Aktivita AKRI1AI byla stanovena za pfitomnosti substratu
4-pyridinkarboxaldehydu. Ten je enzymem redukovan za ptitomnosti kofaktoru NADPH,
ktery se zaroveni oxiduje. Ubytek NADPH je pak pozorovéan jako pokles absorbance.

Pouzité roztoky:
e 0,IM K-fosfatovy pufr o pH 6,0
e 0,IM roztok 4-pyridinkarboxaldehydu
e 2mM roztok NADPH

Do 8 (v pfipadé cytosolické frakce) nebo 4 (v piipadé mikrosomalni
a mitochondrialni frakce) paralelnich jamek mikrotitraéni desticky bylo nejprve
napipetovano 10 pl frakce nebo 10 ul 0,1M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 v pripade
slepého vzorku. Posléze bylo do kazdé¢ jamky napipetovano 190 ul mastermixu ziskaného
smisenim 178 ul pufru, 2 ul 4-pyridinkarboxaldehydu a 10 pl NADPH. Pfidanim
mastermixu byla odstartovana reakce a ihned zapocato méteni. Po dobu 10 minut byla

v intervalu 1 minuty zaznamenavana absorbance pfi vinové délce 340 nm a teploté 37 °C.
Vypocet aktivity byl proveden obdobn¢ jako u CBR (viz 4.6.1).

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specificka aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.3 Stanoveni aktivity aldo-ketoreduktas 1C (AKR1C)

Aktivita redukcénich enzymii podrodiny AKRI1C byla stanovena za pouZiti
acenaftenolu jako substratu. Acenaftenol je oxidovan na acenaftenon, coZ je doprovazeno
redukci kofaktoru NADP+ na NADPH coz je spektrofotometricky méftitelné jako vzrast

absorbance.

Pouzité roztoky:
e 0,IM TRIS/HCI pufr o pH 8,9
e (0,1M roztok acenaftenolu v DMSO
e 20mM roztok NADP+

Stanoveni bylo provedeno v 8 paralelnich jamkach pro cytosolickou frakci
a 4 paralelnich jamkach pro mikrosomalni i mitochondridlni frakci. Do kazdé jamky
mikrotitracni desticky bylo nejprve napipetovano 10 ul frakce nebo 10 pl Na-fosfatového
pufru v ptipad¢ slepého vzorku. Nasledné bylo multikanalovou pipetou piidano 190 pl
mastermixu ziskané¢ho smisenim 178 ul pufru, 10 ul NADP+ a 2 ul acenaftenolu pro
kazdou jamku. Takto pfipravena mikrotitracni desticka byla ihned vlozena do Tecanu
vytemperované¢ho na 37 °C a po dobu 10 minut byla v intervalu 1 minuty métena

absorbance pfi 340 nm.

Z oblasti linearniho vzristu byl zjiStén vzrlst absorbance za minutu a aktivita
enzymu byla vypocitana dle vzorce obdobného vzorci pouzitého k vypoctu aktivity CBR
(viz4.6.1).

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypocltena specifickd aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.4 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy (GR)

Metoda je zaloZzena na pteméné oxidovaného glutahionu (GSSG) na glutathion
redukovany (GSH) za soucasn¢ oxidace kofaktoru NADPH, jehoZ spotieba je

spektrofotometricky zaznamenavana jako ubytek absorbance.

Pouzité roztoky:

e 0,IM K-fosfatovy pufr o pH 7,0

e 5mMEDTA
e 2,5mM NADPH
e 4mM GSSG

Stanoveni bylo provadéno s frakci nefedénou i fedénou v poméru 1:4 Na-fosfatovym
pufrem o pH 7,4. Oboji bylo vzdy stanoveno ve 4 paralelnich métenich. Do kazdé jamky
mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano 50 pul frakce nebo 50 pl Na-fosfatového pufru
o pH 7,4 jako slepého vzorku. Multikanalovou pipetou bylo pfidano 150 pl mastermixu
tvofeného 50 pl K-fosfatového pufru, 40 pl EDTA a 10 ul NADPH. Po pfidéni
mastermixu byla ihned méfena absorbance v minutovych intervalech po dobu 10 minut

pii 340 nm.
Aktivita byla vypoctena obdobné¢ jako u stanoveni aktivity CBR (viz. 4.6.1).

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specificka aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.5 Stanoveni aktivity katalasy

Principem stanoveni aktivity katalasy je tvorba Zlutého komplexu peroxidu vodiku
s molybdenanem amonnym. Katalasa, ktera peroxid vodiku odbourava na vodu a kyslik,

tvorbé komplexu brani.

Pouzité roztoky:
e 60mM Na-K fosfatovy pufr o pH 7,4
® 6,5mM H202

e 32.4mM molybdenan amonny

Biologicky vzorek byl pro stanoveni nafedén 10x pufrem. Pracovni roztoky byly déle

pipetovany na mikrotitracni desti¢ku dle nasledujiciho schématu (Tab. 2):

Tab. 2 Schéma pipetovani pracovnich roztokd

Blank 1 Vzorek Blank 2 Blank 3
100 pl H,O, 100 pl H,O, 100 pl H,O, 100 pl pufru
100 pul molyb. 20 pl frakce 20 pl pufru 20 pl pufru

Inkubace po dobu 1 minuty p¥i 37 °C
- 100 pl molyb. 100 pl molyb. 100 pl molyb.
1 minutu nechat stat

20 pl frakce - - -

Vzorek byl pipetovan do 8 paralelnich jamek. Po zavére¢ném pipetovani byl vzorek

ihned vlozen do Tecanu a byla zmé&iena absorbance pii 405 nm.
Z naméfenych absorbanci se dale vypocetla aktivita dle vzorce:

Abll — Avz

aktivita = A5 —AB3 *

32,5 * zrI.

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specifickd aktivita

[umol/min/mg].
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4.6.6 Stanoveni aktivity peroxidasy

Pro stanoveni je vyuZivana dvojice pyrokatechol-anilin slouZici jako donor vodiku
pro reakci katalyzovanou peroxidasou, béhem které je rozklddan peroxid vodiku.
Pyrokatechol-anilin je pfeménovan na produkt razové barvy

[4-(fenylamino)benzen-1,2-diol], jehoz prirastek je fotometricky zaznamenavan.

Pouzité roztoky:
e 0,2M Na-fosfatovy pufr o pH 7,00
e 1,7/mM H,0O,
e Substrat vytvoreny smisenim 0,1872 g 170mM pyrokatecholu, 2,28 ul 2,5mM
anilinu a 10 ml pufru
Do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo multikanalovou pipetou napipetovano
90 pl substratu a 100 pul H,O; a desticka se nechala 4 minuty preinkubovat pii 25 °C.
Po preinkubaci bylo pfidano 10 ul frakce nebo 10 pl pufru jako slepého vzorku a ihned
byla métfena absorbance v minutovych intervalech po dobu 10 minut pfi 510 nm. Kazdy

vzorek byl stanoven v 8 paralelnich méfenich.
Aktivita byla dale vypoctena obdobné¢ jako u stanoveni CBR (viz 4.6.1).

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specificka aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.7 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Pro stanoveni aktivity SOD byl pouzit SOD Assay Kit — WST. Principem stanoveni
je redukce soli tetrazolinu (WST-1) na ve vodé rozpustné barvivo formazan, kterou
katalyzuje superoxidovy aniont. SOD superoxidovy aniont odbourava na peroxid vodiku
a molekularni kyslik. Tim inhibuje redukci WST-1 na barevny formazan, coz se projevi

odbarvovanim reak&ni smési a je méfitelné spektrofotometricky jako zména absorbance.

Pouzité pracovni roztoky:
e WST pracovni roztok
1 ml roztoku WST byl nafedén 19 ml roztoku pufru
e Pracovni roztok enzymu
Roztok enzymu byl 5 s podroben centrifugaci. Nasledné, po promiseni
pipetovanim, bylo 15 pl nafedéno 2,5 ml fediciho pufru.
e Redici pufr

e Biologicka frakce

Pracovni roztoky byly napipetovany do mikrotitracni desticky ve tfech paralelnich
jamkach pro kazdy vzorek, blank 1, blank 2 i blank 3 u cytosolické, mikrosomalni

1 mitochondridlni frakce dle nasledujiciho schématu (Tab. 3):

Tab. 3 Schéma reagencnich smési pro stanoveni aktivity SOD

vzorek Blank1 Blank2 Blank3
Biologicka frakce 20 ul - 20 pl

Redestilovana voda - 20 pl - 20 pul
WST pracovni roztok 200 ul 200 ul 200 ul 200 pl
Redici pufr - - 20ul  20pul

Pracovni roztok enzymu 20 pl 20 pl -

Po napipetovani pracovnich roztokii byla desticka inkubovdna v thermomixeru

po dobu 20 minut pii 37 °C a po inkubaci byla pfectena absorbance pti 450 nm.
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Z naméfenych absorbanci se dale vypocetla aktivita dle nasledujiciho vzorce:

. [(Abl1 — AbI3) — (Avz — Abl2)] * V = 50 = 10° _
aktivita = p—— [nmol/min/ml]

V ... objem reakéni smési
& ... molarni extinkéni koeficient formazanu (37 000 M 'cm™)
l... vySka jamky

t... doba reakce

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specificka aktivita

[nmol/min/mg].

4.6.8 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Princip stanoveni je zaloZen na reakci katalyzované GST, pfi které dochazi ke vzniku

konjugatu GSH a chlordinitrobenzenu (CDNB).

Pouzité roztoky:
e 0,IM Na-fosfatovy pufr o pH 6,5
e 5,15mM roztok GSH
e 51,5mM roztok CDNB

Stanoveni bylo provadéno s frakci nefedénou i fedénou v poméru 1:9 pufrem. Oboji
bylo vzdy stanoveno ve 4 paralelnich méfenich. Do jamek mikrotitracni desticky
s plochym dnem bylo napipetovano 6 pul zkousené frakce nebo 6 pl pufru jako slepého
vzorku. Multikanalovou pipetou bylo pfidano 194 pl mastermixu tvorené¢ho 38,8 ul GSH,
3,88 ul CDNB a 151,32 pl pufru. Thned byla métfena absorbance v minutovych
intervalech po dobu 10 minut pfi 340 nm a 37 °C.

Aktivita byla vypoctena obdobné jako u stanoveni aktivity CBR (viz 4.6.1).

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specifickd aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.9 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

Princip stanoveni je zaloZen reakci konjuga¢niho c¢inidla (UDP-glukuronové

kyseliny) se substratem (p-nitrofenol) za katalyzy enzymem UGT. Zbyly nekonjugovany

p-nitrofenol 1ze spektrofotometricky stanovit.

Pouzité roztoky:

2,5mM roztok p-nitrofenolu ve vodé
10mM roztok UDP-GA ve vod¢
Tris/HCI pufr o pH 7,4

3% trichloroctova kyselina (TCA)
IM roztok NaOH

V lednici byl 20 minut inkubovan roztok frakce s detergentem v poméru 2:1. 10 pl

této smesi bylo napipetovano do kazdé jamky mikrotitracni desticky. Poté bylo ptidano

90 ul mastermixu tvofeného 50 ul pufru, 20 pl p-nitrofenolu a 20 ul UDP-GA. Pro slepy

vzorek obsahoval mastermix misto 20 pl UDP-GA 20 ul vody. Tak to pfipravena desticka

byla po dobu 20 minut inkubovéna pii 37 °C. Néasledné& byla probihajici reakce zastavena

piidanim 50 pl TCA a stoCena na stolni centrifuze (2550 rpm, 5 minut). Do jiné desticky

bylo napipetovano 50 ul NaOH, ke kterému bylo ptfiddno 50 pl inkuba¢ni smési. Na zaveér

byla zméfena absorbance pti 405 nm.

Aktivita UGT byla z naméfenych absorbanci vypoctena dle néasledujiciho vzorce:

Ktivita = (44 sl — AAvz) * 10° Ui e
aktivita = Vrerlete3 [nmol/min/ml]

AA sl... absorbance slepého vzorku

AA vz... absorbance vzorku

V...objem frakce

& ... molarni extinkéni koeficient p-nitrofenolu (18,3 mM'cm™)

| ... vySka jamky

t... doba reakce

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypocltena specificka aktivita

[nmol/min/mg].
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4.6.10 Stanoveni aktivity UDP-glukosyltransferasy (UGlcT)

Princip stanoveni je zaloZen reakci konjugacniho cinidla (UDP-glukosy) se
substratem (p-nitrofenol) za katalyzy enzymem UGIcT. Zbyly nekonjugovany

p-nitrofenol 1ze spektrofotometricky stanovit.

Pouzité roztoky:
e 2.5mM roztok p-nitrofenolu ve vodé
e 10mM roztok UDP-Glc ve vodé
e Tris/HCI pufr o pH 7,4
e 3% trichloroctova kyselina (TCA)
e 1M roztok NaOH

V lednici byl 20 minut inkubovan roztok frakce s detergentem v poméru 2:1. 20 pl
této smesi bylo napipetovano do kazdé jamky mikrotitracni desticky. Poté bylo piidano
80 pl mastermixu tvofeného 40 pl pufru, 20 pl p-nitrofenolu a 20 ul UDP-Glc. Pro slepy
vzorek obsahoval mastermix misto 20 ul UDP-Glc 20 pl vody. Tak to pfipravena desticka
byla po dobu 20 minut inkubovéna pii 37 °C. Nasledn¢ byla probihajici reakce zastavena
piidanim 50 pl TCA a stoCena na stolni centrifuze (2550 rpm, 5 minut). Do jiné desticky
bylo napipetovano 50 pul NaOH, ke kterému bylo pfidano 50 pl inkuba¢ni smési. Na zaver

byla zmétena absorbance pii 405 nm.
Aktivita UGIcT byla vypoctena obdobné jako aktivita UGT (viz 4.6.9)

Vztazenim aktivity na 1 mg proteinu byla vypoctena specificka aktivita

[nmol/min/mg].
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4.7 Zpracovani dat a statisticka analyza

Specifické aktivity jednotlivych enzymi byly u vSech frakci vzdy stanoveny
ve ¢tyfech skupindch: kontrolni skupina v ¢ase 0 hodin (KOH), kontrolni skupina
inkubovana 24 hodin (K), skupina inkubovana 24 hodin s 1uM MBZ (MBZ 1) a skupina
inkubovana 24 hodin s 10uM MBZ (MBZ 10).

Zpracovani dat bylo provedeno v programu Excel sady Microsoft office 2013.
Statistickd analyza byla provedena v programu Graph Pad Prism 7. Jako statisticka
metoda byla pouZita jednofaktorova analyza rozptylu (one-way ANOVA s Dunnettovym
post-hoc testem). Metoda vyhodnocuje statistickou vyznamnost zmén ve specifickych
aktivitich enzymu. V grafech jsou data vyobrazena jako priméry se smérodatnou
odchylkou. Statisticky vyznamné hodnoty jsou oznafeny hvézdickou. (* P < 0,05).
Ve statistické analyze jsme primarné porovnavali skupiny MBZ 1 a MBZ 10

se skupinou K.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv na aktivitu enzymu v cytosolické frakci

5.1.1 Vliv na aktivitu oxida¢nich enzymii v cytosolické frakci

Z oxidacnich enzyml byla u cytosolické frakce stanovena aktivita katalasy,

peroxidasy a SOD.
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Obr. 6 Zmény specifické aktivity katalasy, peroxidasy a superoxiddismutasy v cytosolické frakei
v zavislosti na expozici 1uM a 10uM MBZ. Data jsou prezentovana jako primeéry se smérodatnou

odchylkou, *P < 0,05

Z grafl (Obr. 6), je patrné ze u cytosolické frakce doslo u vSech enzymi potencialné
oxidujicich xenobiotika ke statisticky vyznamnému nartstu aktivity proti kontrolnimu
vzorku. U katalasy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity po expozici
1uM MBZ. U peroxidasy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity po expozici
IuMi10puM MBZ. U SOD doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni aktivity po expozici
1uM MBZ.
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5.1.2 Vliv na aktivitu redukénich enzymi v cytosolické frakei
Z redukénich enzymil byla u cytosolické frakce stanovena aktivita AKRI1Al,
AKRI1C, CBR a GR.
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Obr. 7 Zmény specifické aktivity aldo-ketoreduktasy 1 A1, aldo-ketoreduktas 1C, karbonylreduktasy
a glutathionreduktasy netedéné i ziedéné v cytosolické frakci v zavislosti na expozici luM a 10uM MBZ.

Data jsou prezentovana jako praiméry se smérodatnou odchylkou, *P < 0,05
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Z grafli (Obr. 7) je patrné nasledujici. U specifické aktivity AKRIA1 je patrny

statisticky vyznamny narust aktivity po expozici IluM 1 10uM MBZ. Oproti tomu z grafu

specifické aktivity nadrodiny AKRI1C je patrné, ze u AKRIC nebyl pozorovan zadny

statisticky vyznamny nartst ¢i pokles specifické aktivity proti kontrolnimu vzorku.

Podobné ani u aktivity CBR nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné zmény.

Aktivita GR byla stanovena u koncentrovanych vzork, i vzorki fedénych v poméru 1:4.

U tohoto enzymu byl pozorovan statisticky vyznamny pokles aktivity po expozici

10uM MBZ, nicméné jen u nefedéného vzorku.

5.1.3 Vliv na aktivitu konjugaénich enzymii v cytosolické frakci

Z konjugacnich enzymi byla v cytosolické frakci stanovena specificka aktivita GST,

UGT a UGIcT.
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UDP-glukuronosyltransferasy a UDP-glukosyltransferasy v cytosolické frakci v zavislosti na expozici

1uM a 10uM MBZ. Data jsou prezentovana jako priméry se smérodatnou odchylkou, *P < 0,05
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Z graf (Obr. 8) je patrné nasledujici: U GST byl zaznamenan statisticky vyrazny
narast specifické aktivity u vzorki inkubovanych s 1uM 1 10uM MBZ v piipadé
nefedéné frakce. U zfedéné frakce statisticky vyznamny narast v aktivit¢ pozorovan
nebyl. Zadné statisticky vyznamné zmény v aktivité nebyly pozorovany u UGT

ani u UGIcT.

5.2 Vliv na aktivitu enzymi v mikrosomalni frakci

5.2.1 Vliv na aktivitu oxida¢nich enzymi v mikrosomalni frakci

Z oxidacnich enzyml byla u mikrosomdlni frakce stanovena aktivita katalasy,

peroxidasy a SOD.
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Obr. 9 Zmény specifické aktivity katalasy, peroxidasy a superoxiddismutasy v mikrosomalni frakci
v zavislosti na expozici 1uM a 10uM MBZ. Data jsou prezentovana jako pruméry se smérodatnou
odchylkou, *P < 0,05

Z grafu (Obr. 9) je patrné, Ze u mikrosomalni frakce nebyla zjiSténa zadna statisticky
vyznamna zmeéna ve specifické aktivit¢ katalasy po expozici 1uM a 10uM MBZ.
U peroxidasy nebyla detekovana Zadna aktivita a to ani u kontrolnich vzorkt. Aktivita

SOD detekovana byla, nicmén¢ ke statisticky vyznamnym zménam nedoslo.
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5.2.2 Vliv na aktivitu reduk¢nich enzymu v mikrosomalni frakei
Z reduk¢nich enzymt byla u mikrosomalni frakce stanovovana aktivita AKR1A1,

AKRI1C a CBR.
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Obr. 10 Zmény specifické aktivity aldo-ketoreduktasy 1Al, aldo-ketoreduktas 1C
a karbonylreduktasy v mikrosomalni frakci v zavislosti na expozici 1luM a 10uM MBZ. Data jsou

prezentovana jako pramery se smérodatnou odchylkou, *P < 0,05

Jak je vidét z grafit (Obr. 10), v aktivitich AKR1A1 nebyl detekovan zadny
statisticky vyznamny rozdil. V pfipadé AKRIC nebyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v aktivité po expozici obéma koncentracim MBZ, nicméné byl nalezen statisticky
vyznamny pokles aktivity kontrolniho vzorku inkubovaného 24 hodin proti kontrolnimu
vzorku inkubovanému 0 hodin. V aktivit¢ CBR nebyla detekovdna Zzadna statisticky

vyznamna zména.

51



5.2.3 Vliv na aktivitu konjugac¢nich enzymii v mikrosomalni frakci
Z konjugacnich enzymt byla u mikrosomalni frakce stanovena aktivita GST, UGT

a UGIcT.
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Obr. 11 Zmény specifické aktivity glutathion-S-transferasy, UDP-glukuronosyltransferasy
a UDP-glukosyltransferasy v mikrosomalni frakci v zévislosti na expozici 1uM a 10uM MBZ. Data jsou

prezentovana jako praiméry se smérodatnou odchylkou, *P < 0,05

Z grafli (Obr. 11) je patrné, Ze nebyly detekovany zadné statisticky vyznamné zmény
v aktivite GST, UGT ani UGIcT.
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5.3 Vliv na aktivitu enzymi v mitochondrialni frakci

5.3.1 Vliv na aktivitu oxida¢nich enzymi v mitochondridlni frakci
Z oxidaénich enzymu byla u mitochondridlni frakce stanovena aktivita katalasy,

peroxidasy a SOD.
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Obr. 12 Zmény specifické aktivity katalasy, peroxidasy a superoxiddismutasy v mitochondrialni
frakci v zavislosti na expozici 1uM a 10uM MBZ. Data jsou prezentovana jako pruméry se smérodatnou
odchylkou, *P < 0,05

Z grafd (Obr. 12) je patrné, Ze v aktivit¢ katalasy nebyly detekovany Zadné
statisticky vyznamné zmény. Aktivita peroxidasy nebyla v mitochondrialni frakci
detekovana ani po expozici MBZ ani u kontrolnich vzorkd. V aktivit¢ SOD nebyly

detekovany zadné statisticky vyznamné rozdily.
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5.3.2 Vliv na aktivitu redukénich enzymu v mitochondrialni frakei
Z reduk¢énich enzyma byla u mitochondridlni frakce stanovena aktivita

AKR1AI1,AKR1C a CBR.
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Obr. 13 Zmény specifické aktivity aldo-ketoreduktasy 1A1, aldo-ketoreduktas 1C
a karbonylreduktasy v mitochondridlni frakci v zavislosti na expozici 1puM a 10uM MBZ. Data jsou

prezentovana jako pruméry se smérodatnou odchylkou, *P < 0,05

Z grafi (Obr. 13) lze vycist nasledujici. V pfipadé AKR1A1 byl detekovan
statisticky vyznamny pokles specifické aktivity proti kontrolnimu vzorku po expozici
MBZ v obou koncentracich. Zajimavy je rozdil v aktivitdich kontrolnich vzorkd, kde
doslo po 24 hodinové inkubaci k nartstu aktivity. Naopak u AKR1C lze pozorovat
statisticky vyznamny narGst aktivity po expozici 1luM MBZ. U CBR byl detekovan
statisticky vyznamny pokles zmény specifické aktivity po expozici 10uM MBZ. Stejné
jako u AKRI1AIl je ale pozorovatelny v aktivitich kontrolnich vzork®, kde doslo

po 24 hodinové inkubaci k narastu aktivity.
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5.3.3 Vliv na aktivitu konjugac¢nich enzymii v mitochondrialni frakci
Z konjugacnich enzymii byla u mitochondrialni frakce stanovena aktivita GST, UGT

a UGIcT.
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Obr. 14 Zmény specifické aktivity glutathion-S-transferasy, UDP-glukuronosyltransferasy
a UDP-glykosyltransferasy v mitochondrialni frakci v z&vislosti na expozici luM a 10pM MBZ. Data jsou

prezentovana jako priméry se smérodatnou odchylkou, *P < 0,05

Z grafl je (Obr. 14), je patrnd Zze u GST ani UGT nebyla detekovana zadna statisticky
vyznamnd zmeéna ve specifické aktivité. U UGIcT doslo ke statisticky vyznamnym
zméndm v kontrolnich vzorcich, kdy doslo k nértstu aktivity po 24 hodinové inkubaci.

Navic po expozici 10uM MBZ doslo ke statisticky vyznamnému poklesu v aktivité.
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6 DISKUSE

Cilem této prace bylo ovéfit moznost ovlivnéni aktivity enzymil metabolizujicich
xenobiotika MBZ u tasemnice krysi (H. diminuta) a tak ptiblizit roli téchto enzymu
vrozvoji helmintorezistence u tohoto parazita. V pfedchozich studiich byl jiz
metabolismus anthelmintik a aktivity enzymli u této tasemnice zkoumdany
(Bartikova et al. 2012), nicméné moznost ovlivnéni aktivity biotransformacnich enzymii

anthelmintikem studovana nebyla, bylo tedy Zadouci se tohoto tkolu zhostit.

Pro dosazeni naSich cilii bylo nutné splnit dil¢i ukoly. Nejprve bylo tieba ziskat
dospélé tasemnice, ¢ehoz jsme docilili infikaci definitivniho hostitele laboratorniho
potkana cysticerkoidy, ziskanymi z infikovaného mezihostitele brouka potemnika
moucného (7. molitor). Po tfech tydnech od infikace byl trus potkanii zkontrolovan
na pritomnost vajicek, a tak potvrzena existence dospélcti H. diminuta ve stievé potkana.
Usmrcenim potkand, pitvou a vyplachem stiev byly ziskdny tasemnice, které byly
rozdéleny do ¢ty skupin. Prvni ¢ast tasemnic byla ihned zamraZzena jako kontrolni
skupina v ¢ase 0 h (ve vysledcich oznacena jako KOH), zbylé tii skupiny byly po dobu
24 hodin inkubovany s 1uM MBZ, s 10uM MBZ a nebo s DMSO, jako kontrolni skupina
v Case 24 h. Po inkubaci byly tasemnice zamrazeny a byly pfipraveny subcelularni frakce
— cytosolicka, mikrosomalni a mitochondridlni — ve kterych jsme déle stanovovali aktivity
vybranych enzymdu. Statistickou analyzou namétfenych aktivit jsme ziskali informace

o tom, kde doslo ke statisticky vyznamnému naruastu / poklesu aktivit po expozici MBZ.

Reduktasy byly vzdy povazovany za vyznamné enzymy helmint
(Matouskova et al., 2016). Vysokd aktivita téchto enzyml byla potvrzena také
u H. diminuta (Béartikova et al., 2012). MBZ se metabolizuje redukci na neaktivni
metabolit, je tedy pravdépodobnym substratem téchto enzym 1 u parazitickych helmintd.
To bylo potvrzeno nalezenim redukovaného metabolitu tohoto anthelmintika u mnoha
helmint, vcetn¢ H. diminuta (Bartikova et al., 2012; Prchal et al., 2015, 2014;
Vokial et al., 2010). V nasem experimentu jsme tedy piedpokladali zvySeni aktivity
reduktas moznou indukci v reakci na expozici tasemnice MBZ, coz by in vivo vedlo
pravdépodobné ke zvysené deaktivaci anthelmintika a moznému selhani 1écby. Indukce

reduktas by se tak timto mechanismem mohla podilet na rozvoji helmintorezistence.

V nasem experimentu doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity reduktas

u AKRI1A1 v cytosolicke frakci a AKR1C ve frakci mitochondrialni, coZ by do jisté miry
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podporovalo dfive vyslovenou hypotézu. Podobné vysledky jiz byly pozorovany
iujinych helmintd. U hlistice H. contortus bylo pozorovano zvySeni aktivity
D,L-glyceraldehydreduktasy a acenaftenolreduktasy v reakci na expozici FLU
(Vokial et al., 2010). Také u motolice F. hepatica bylo pozorovano zvySeni aktivity
reduktas, a to CBR po expozici TCBZ (Scarcella et al., 2013).

V nasem experimentu jsme ale také pozorovali sniZzeni aktivity AKRI1Al
v mitochondrialni frakci. Na druhou stranu jsme zde zaznamenali zménu aktivity v Case
u kontrolnich skupin, kdy aktivita kontroly v ¢ase 24 h jevila nartst proti kontrole v case
0 h, coz naznacuje vliv samotné inkubace na aktivitu enzymu. Podobné vysledky jsme
pozorovali i u CBR v této frakci a u mikrosomalni AKR1C, kde byl pozorovan pokles

aktivity v Case.

Vyskyt oxidacnich enzyml u helmintti byl dlouho zpochybniovan, ale nyni je
u helmintl potvrzena jak existence genli kodujicich CYP (napt. u S. mansoni,
S. haematobium, H. contortus) (Laing et al., 2015; Matouskova et al., 2016), tak oxidace
nekterych anthelmintik (Cvilink et al., 2008; Cvilink et al., 2009; Laing et al., 2010;
Munguia et al., 2015; Prchal et al., 2016; Prchal et al., 2015; Stuchlikova et al., 2014).
Katalasa, peroxidasa a SOD jsou primarné antioxidacni enzymy, které v metabolismu
1é¢iv mohou vystupovat jako oxidasy. V nasem experimentu jsme pozorovali zvySeni
aktivity u vSech tii enzymi v cytosolické frakci. Otazkou je, jestli k tomu dochazi pfimo
v reakci na expozici 1é¢ivu, jelikoz MBZ oxidaci metabolizovan neni, ¢i sekundarné
v reakci na oxidacni stres. V mitochondrialni a mikrosomalni frakci nebyla detekovana
zadna aktivita peroxidasy, ato ani u kontrolnich skupin. Aktivitu Kkatalasy
v mitochondridlni frakci jsme detekovali pouze u dvou vzorkl a pouze jednou ze vSech
meéfeni, vysledky méfeni tak zde byly s nejvétsi pravdépodobnosti falesné pozitivni
anelze z nich vyvozovat zadné zavery. Ve studii (Bartikova et al., 2012) byla aktivita
peroxidasy a katalasy detekovdna ve vSech frakcich. Tyto vysledky se nam tedy

nepodafiilo zreprodukovat. Aktivita SOD vsak byla detekovana ve vSech frakcich.

Z konjugacnich enzymt se nejvétsi  vyznam  piikladal vzdy  GST
(Cvilink et al., 2009). V naSem experimentu jsme aktivitu tohoto enzymu detekovali
ve vSech frakcich, pfi¢emz v cytosolické frakci doslo k jejimu zvySeni. Podobné bylo
zvySeni aktivity GST pozorovéano u H. contortus (Vokial et al., 2010) po expozici FLU
au F. hepatica (Scarcella et al., 2013) po expozici TCBZ. U H. diminuta, stejné jako
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u ostatnich helmintt, ale v pfedchozich studiich nebyly nalezeny konjuga¢ni metabolity
1é¢iv s GSH (Bartikova et al., 2012; Matouskova et al., 2016). Z tohoto divodu se
spekuluje, ze vyznam GST nespociva jen v jeji funkci konjugacniho enzymu ale také jako
proteinu, ktery xenobiotika nespecificky vyvazuje. To by souhlasilo s nasim métenim
aktivity GR, kterd pfeménuje oxidovany glutathion na redukovany glutathion, ktera
po expozici MBZ zvySena nebyla. Naopak u ni po expozici koncentrovanéjsimu 10puM

MBZ doslo ke snizeni aktivity.

Aktivity UGT a UGIcT jsou u helminti detekovany sporadicky (Cvilink et al., 2009).
U H. diminuta nebyly nalezeny konjugaty 1é¢iv glukuronovou kyselinou ani s glukosou
a aktivita byla nalezena pouze u UGIcT v mitochondrialni frakei (Bartikova et al., 2012).
Sporadicka byla detekce aktivit téchto enzymil 1 v naSem experimentu, navic kdyz byla
aktivita detekovana, tak s velkymi odchylkami mezi jednotlivymi méfenimi. Na vin¢
muze byt metodika prace, kterou jsme museli uzptisobit nasim laboratornim podminkam
a spotfebé velkého objemu frakci u tohoto méteni. Vysledky méfeni aktivit téchto
enzymu bych tedy neoznacila za smérodatné a bylo by dobré méteni v budoucnu znovu

zopakovat.

Metabolismus 1é¢iv a aktivity biotransformac¢nich enzym byly u tasemnic jiz do jisté
miry studovany (Bartikova et al., 2012; Prchal et al., 2014). V naSem experimentu jsme
prokazali, Ze expozice 1éCivu, v naSem piipadé MBZ, mlZe mit vliv na aktivitu téchto

enzymu, coz mize mit vliv na rozvoj rezistence k anthelmintikiim u tasemnic.

58



7 ZAVER
V boji proti helmintorezistenci je zasadni ziskdvani novych poznatki
o mechanismech jejiho vzniku. Dulezité je objasnéni role enzyma metabolizujicich

xenobiotika v rozvoji tohoto fenoménu.

Modelovou tasemnici krysi (H. diminuta) jsme izolovali z definitivniho hostitele
potkana (R. norvergicus) za pouziti potemnika moucného (7. molitor) jako mezihostitele.
Izolované tasemnice byly inkubovany po dobu 24 hodin s 1uM a 10uM MBZ, byly

pfipraveny subceluldrni frakce a stanoveny aktivity vybranych enzymd.

Na zékladé naSich experimentd mlzeme fict, ze H. diminuta je schopna v reakci
na pfitomnost anthelmintika MBZ zvysit aktivitu enzymii metabolizujicich xenobiotika.
K nejvyraznéjsim zménam doslo v cytosolické frakci, kde jsme pozorovali zvySeni
aktivity AKR1A1, GST, peroxidasy, katalasy a SOD. Nartst aktivity AKR1A1 odpovida
nasSim pfedpokladiim, jelikoZ reduktasy jsou zodpovédné za metabolismus MBZ.
Zajimavy je narust aktivity GST, jelikoz u H. diminuta nebyla pozorovana tvorba
konjugath anthelmintik s GSH. GST tak pravdépodobné hraje roli proteinu nespecificky
vazajiciho anthelmintika. Katalasa, peroxidasa a SOD jsou primarn¢ antioxidacni
enzymy, v metabolismu lé¢iv se v8ak o nich spekuluje jako o enzymech potencidlné

oxidujicich 1é¢iva. V mitochondridlni frakci jsme pozorovali nartst aktivity AKRIC.

Nase vysledky tak podporuji hypotézu, zZe enzymy metabolizujicici xenobiotika hraji

roli v rozvoji helmintorezistence tasemnic.
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