UNIVERZITA KARLOVA

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biochemickych véd

VLIV PARAZITA NA AKTIVITU
BIOTRANSFORMACNICH A ANTIOXIDACNICH
ENZYMU VE STREVE HOSTITELE

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: prof. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.

Hradec Kralové 2018 Zuzana Mladkova



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a

v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.*

V Hradci Kralové 2018 s



Na tomto mist¢ bych chtéla velmi podékovat své Skolitelce prof. Ing. Barbote Szotakové,
Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a viely ptistup v priibéhu celého vypracovani této
diplomové prace. Dale bych chtéla podékovat PharmDr. Lukési Prchalovi, Ph.D. a
PharmDr. Ivanu Vokialovi, Ph.D. za uzite¢né rady pfti realizaci experimentalni ¢asti. Také
dékuji celému kolektivu katedry biochemickych véd za poskytnuti velmi piijemného
pracovniho prostedi.

Tato prace je soucasti vyzkumného projektu Univerzity Karlovy SVV 260 416.



ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Zuzana Mladkova
Skolitel: prof. Ing. Barbora Szotakové, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv parazita na aktivitu biotransformacnich a

antioxidacnich enzymii ve stirevé hostitele

Hymenolepis diminuta, tasemnice krysi, je bézné vyuzivana jako modelovy organismus
tiidy Cestoda pro studium fyziologie, biochemie a metabolismu 1é¢iv u tasemnic.
V posledni dobé je Hymenolepis diminuta zkoumana 1 v souvislosti s helmintoterapii a
potencidlnim vyuzitim v 1é¢bé stievnich zanétlivych chorob. Cilem této studie bylo zjistit,
jak H. diminuta ovlivni aktivitu detoxikacnich enzymu ve stievé hostitele. Nejdiive bylo
infikovano 6 potkani (kmene Wistar). Tém byly podany cysticerkoidy (larvalni stadia
tasemnice krysi) ziskané po pfedchozi izolaci z nakaZeného brouka Tenebrio molitor
(mezihostitel). Soucasné byl podan kontrolni skupiné dalSich 6 potkanti fyziologicky
roztok. VSichni potkani pak byli chovani ve vivariu po dobu 2 mésici za stfidavého
sveételného rezimu (12 h svétlo/tma). Nasledné byly tasemnice vyjmuty ze stiev
infikovanych potkanli a ze vSech potkanli byla izolovana stfevni mukdza obsahujici
metabolicky aktivni enzymy. Poté byly pfipraveny subcelularni frakce pro nésledny in
vitro experiment. K méfeni aktivity enzymi byla pouzita spektrofotometrie a
spektrofluorimetrie. Z namétenych vysledkt vyplyva, ze Hymenolepis diminuta je
schopna ovlivnit aktivitu biotransformacnich a antioxida¢nich enzym1 ve stfevé hostitele.
Z enzymi 1. fAze metabolismu doslo k ovlivnéni ne€kterych isoforem cytochromu P 450
a nékterych reduktas. Z konjugacnich enzymii doSlo v pfitomnosti parazita k naristu
enzymatické aktivity sulfotransferas. Nékteré enzymy oxidacniho stresu jako katalasa a
peroxidasy vykazovaly rovnéz vyssi hladiny oproti kontrole. Vysledky této prace tak
pomohly prohloubit znalosti o tom, jak Hymenolepis diminuta muze ovlivnit svého

hostitele.
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Hymenolepis diminuta, known as a rat tapeworm, is commonly used in science as a model
of Cestoda for studying physiology, biochemistry and drug metabolism in tapeworms.
Recently, Hymenolepis diminuta has been studied for helminth-based therapy for a
potential treatment of inflammatory bowel disease. The aim of this study was to determine
how H. diminuta influences the activity of detoxification enzymes of the host intestine.
At first 6 male rats (Wistar breed) were infected by cysticercoids of Hymenolepis
diminuta previously isolated from the beetles Tenebrio molitor (intermediate host). At the
same time the physiological saline solution was administered to the control group of 6
male rats. All rats were housed for 2 months in animal quarters with 12 h light/dark cycle.
Thereafter, the tapeworms were removed from their intestines. Intestinal mucosa
containing metabolic active enzymes was isolated. Subsequently, the subcelullar fractions
were prepared and used for in vitro experiment. The activity of enzymes was measured
by spectrophotometry and spectrofluorimetry. The results show that H. diminuta is able
to affect the activity of biotransformation and antioxidant enzymes. The activity of some
enzymes of the Phase I of metabolism was influenced, several isoforms of cytochrome
P450 and reductases. The activity of conjugation enzymes, especially sulfotransferases,
was increased in intestine of rats infected by H. diminuta. Concerning the antioxidant
enzymes, the activity of catalase and peroxidases were increased in comparison with the
control group. The results of this study helped to deepen knowledge how the helminth

Hymenolepis diminuta can influence its host.
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1. UVOD

Hymenolepis diminuta, tasemnice krysi, je kosmopolitné¢ rozsiteny druh tasemnice.
V laboratornich podminkach se vzhledem ke snadné infikaci a pouziti mezihostitelt i
definitivnich hostiteli stala modelovym organismem jak pro studium metabolismu
anthelmintik ¢i jinych xenobiotik, tak i pro studium biochemie, fyziologie a morfologie

u celé tfidy Cestoda (Bértikova et al. 2012).

V soucasné dobé jsou nckteti parazité (v€etné Hymenolepis diminuta) zkouméni
v souvistosti s tzv. helmintoterapii. Bylo totiz zjiSténo, ze parazité mohou byt pro
imunitni systém svého hostitele prospé$ni. Tato terapie vyuziva imunomodulacni
schopnosti helmintti, ktefi mohou pfispét ke zdravému vyvoji imunitniho systému a
mohou ho zacilit spravnym smérem. Helmintoterapie zaznamenava Uspéchy zv1asté
u autoimunitnich onemocnéni, jejichz pocty vzriistaji v civilizovanych zemich, kde
je vysoka uroven hygienickych standardii. Nékteti parazité jsou jiz v druhé fazi
klinického testovani. Hymenolepis diminuta se jevi jako dal§i potencidlné¢ vhodny
kandidat pro vyuziti v helmintoterapii s moZnosti 1é€by stfevnich zanétlivych
onemocnénich jako je ulcerativni kolitida a Crohnova choroba (Helmby 2015, Fleming

& Weinstock 2015).

V této praci byl studovan vliv tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) na aktivitu
vybranych biotransformacnich a antioxidacnich enzymii ve stfevé hostitele. Zména
enzymatickych aktivit se miZe projevit nejen zménou metabolismu léCiv, ale zaroven
muZe ovlivnit metabolismus endogennich latek. To vSe se mlze podilet na ovlivnéni

obranyschopnosti hostitele.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Hymenolepis diminuta

Hymenolepis diminuta, tasemnice krysi, je taxonomicky fazena do kmene
Platyhelminthes, ttidy Cestoda, tadu Cyclophyllidea, ¢eledi Hymenolepididae a rodu
Hymenolepis (Volf et al. 2007). Tasemnici krysi poprvé popsal v roce 1819 némecky
anatom, zoolog a parazitolog Karl Asmund Rudolphi (Arai 1980).

2.1.1. Morfologie a fyziologie

Dospéla tasemnice Hymenolepis diminuta ma dorzalné zplostélé té€lo dosahujici délky
2060 cm (Jira 1998). T¢€lo dosp€lého jedince 1ze rozdélit do tii ¢asti: skolex (hlavicka),
kréek a strobilum (t¢lo).

Na povrchu hlavicky (skolex) se nachazeji dva pary kruhovitych ptisavek slouZicich
k adhezi ke stfevni sténé hostitele (Obr. 1). Centrdln€¢ mezi pfisavkami lze najit
vysunovatelny chobotek (rostellum), ktery je zevné pokryt mikrotrichy (Rozario &
Newmark 2015). Rostellum u Hymenolepis diminuta neni na rozdil od blizkého druhu

Hymenolepis nana opatfeno rostelarnimi hacky (Garcia 2007).

Obr. 1 Scolex Hymenolepis diminuta se 4 prisavkami a chobotkem. Zdroj: Ubelaker et
al. 1973.



Druhou ¢asti t€la Hymenolepis diminuta je krcek, ktery slouzi jako aktivni proliferacni

oblast, z niz se postupné vytvari strobilum (Bolla & Roberts 1971).

Strobilum se sklada ze stovek az tisici jednotlivych ¢lankt. Kazdy clanek tvofii
samostatnou reprodukéni jednotku. Clanky (proglotidy) postupné vznikaji smérem od
kréni Casti. Nejstarsi proglotidy se tedy nachazeji v distalni ¢ésti téla a obsahuji zrald

vajicka (Rozario & Newmark 2015).

== Strobilum

Gravidni
proglotidy

Obr. 2 Schéma stavby tela H. diminuta. Upraveno dle Rozaria & Newmarka 2015.

Z povrchu celého téla u tasemnic vystupuji tzv. mikrotrichy. Jedna se o pfemeénéné
mikroklky, které zvetSuji télni povrch (Volf et al. 2007). Zevné jsou mikrotrichy kryty
glykokalyxem, vrstvou makromolekul se sacharidy, ktera chrani parazita (Rodrigues et
al. 2015). Dilezitou soucast povrchu téla tvofi tegument neboli neodermis. Jedna se
o povrchové syncytium, které ma téla bun¢k zanofena pod vrstvu povrchové svaloviny.
Tegument zajistuje plnéni dvou znacné protichidnych funkci. Umoziuje jak funkci
ochrannou pred travicimi §tavami a imunitnim systémem hostitele, tak souc¢asné zajistuje

1 absorpci zivin z traviciho traktu. Pro vSechny tasemnice véetné Hymenolepis diminuta
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je totiz typicka absence stfeva, takze povrchové syncytium je hlavnim mistem piijmu

potravy (Volf et al. 2007).

Svalstvo Hymenolepis diminuta se skldda z podélnych a kruhovych svalovych svazkii,
Sikma svalovina u vSech tasemnic chybi (Volf et al. 2007). Svalovina je vytvofena i
u adhezivnich organti jako je rostellum a ptisavky. U Hymenolepis diminuta diky tomu
dochazi k odd¢€leni a naslednému pfipojeni k jinym mistiim ve stifevée hostitele (Xie et al.
2017). Svalstvo je tedy pro tasemnici krysi nezbytné, nebot’ svalova kontrakce slouzi

k lokomoci ve stievé ¢i ke spojeni se stievni sténou (Rozario & Newmark 2015).

Nervova soustava je u Hymenolepis diminuta provazcovita (Obr. 3). Jeji zaklad tvofi
parova hlavova ganglia umisténa pod basalni ¢asti prisavek. Z nich vybihaji dva lateralni
a dva medialni nervové provazce. V predni hlavové ¢asti inervuji pfisavky a rostellum,
v zadni ¢asti prostupuji celé strobilum. Ve strobilu maji nervové svazky pravidelné
usporadani. Podélné svazky jsou pticné spojeny tzv. komisurami. V kazdém proglotidu

jsou obvykle tfi pfi€né komisury (Arai 1980, Rozario & Newmark 2015).

Obr. 3 Hlavova ganglia a provazcovita nervova soustava H. diminuta vizualizovand

anti-synapsinem. Zdroj: Rozario & Newmark 2015.

Exkre¢ni a osmoregulacni systém je u Hymenolepis diminuta tvoten protonefridiemi.
Jedna se o rozvétvené kanalky, na jejichZ pocatku jsou plaménkové buiiky, které funguji
jako primitivni nefrony. Z plaménkovych bun¢k vystupuji bi¢iky, které svym pohybem
pfipominaji plamen. Vifenim svazka bic¢ika se c¢ast télni tekutiny vhani do sbéraciho
kanalku, kde se zpét do téla vstiebavaji nékteré uzitecné latky a ven na povrch vytéka

voda a odpadni latky (Volf et al. 2007, Rozario & Newmark 2015).
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Hymenolepis diminuta je hermafrodit a v kazdém c¢lanku je obsazena samci i samici
reprodukéni soustava (Volf et al. 2007). Sam¢éi reprodukéni systém tvoii testes, v nichz
se postupné vyviji ze spermatogonalnich kmenovych bunck spermatozoa (Kelsoe et al.
1977). Dalsi soucasti samc¢iho pohlavniho systému je ejakulacni organ cirrus. Cirrus se
muze roz$ifit i mimo proglotid a proniknout tak jinym ¢lankem pies samici genitalni
atrium. Samic¢i pohlavni soustavu dale tvofi lalo¢naty vajecnik, v némz postupné
dozravaji oocyty (Rozario & Newmark 2015). Dulezitym rysem je, Ze clanky
v proximalni ¢asti téla v blizkosti kréku nejsou zralé a obsahuji nevyvinuté pohlavni
organy. S postupnym zranim jedince Hymenolepis diminuta se postupné vyviji a zraji
samc¢i a samici pohlavnimi organy. Oplozeni nastava nej€astéji mezi dvéma tasemnicemi,
nebo mezi Clanky na stejné strobile, jestlize se ve stievé vyskytuje jen jeden jedinec.
Terminalni ¢lanky jsou gravidni a obsahuji vajicka, kterd poté miizou byt uvolnéna do

vné&jsiho prostiedi (Rozario & Newmark 2015, Volf et al. 2007).

2.1.2. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus Hymenolepis diminuta (viz Obr. 4) je nepfimy, nebot’ tato tasemnice neni
schopna dokoncit sviij vyvoj v jediném hostiteli (Rozario & Newmark 2015).
Mezihostitelem je hmyz, konkrétné€ se jedna o brouky rodu Tenebrio (Tenebrio molitor —
potemnik moucny) nebo Tribolium (Tribolium castaneum — potemnik hnédy; Tribolium
confusum — potemnik skladiStni), pfipadné také blechy. Konenym hostitelem je
hlodavec (krysa, potkan). Definitivnim hostitelem se ve vyjime¢nych ptipadech muze stat

i cloveék (Andreassen et al. 1999).
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THE LIFE CYCLE OF HYMENOLEPIS DIMINUTA

The cysticercoid
attaches to the small
intestine and grows

into atapeworm.

The tapeworm reaches
sexual maturity and
producis eqgs.

Eggs are passed
in the host's feces.

l

The eggs are eaten by
the intermediate host,
aflour or grain beetle.

The definitive host
is infected when
it eats a beetle
infected with
cysticercoids.

The larvae hatches from ‘ '
the eqq, enters the  ———— ' o .
beetle's hemocoel, and ‘
grows into a cysticercoid. 15 ‘

{(Parasites and Parasitological Resources)

Obr. 4 Vyvojovy cyklus Hymenolepis diminuta. Zdroj: www.web.stanford.edu.

Podrobnéji lze konstatovat, Ze oplozena vajicka v termindlnich proglottidech jsou
uvolnéna do vnéjSiho prostiedi spolecné se stolici kone¢ného hostitele (Rozario &
Newmark 2015). Vajicka maji nazloutlou barvu a jejich velikost se pohybuje mezi
60-79 um. Uvnitf vajicka se vyviji prvni larva onkosféra (hexakant), kterd je opatiena 6

hacky a zevné je kryta ochrannymi obaly (Garcia 2007).

13


http://www.web.stanford.edu/

V ptipadé pozieni vajicka mezihostitelem (brouk rodu Tenebrio ¢i Tribolium) dochazi
k odlouceni ochrannych obalt a k postupnému priniku do stteva mezihostitele. Nasledné
pak onkosféra pronika stievni sténou do hoemocelu, coz je t€lni dutina, ktera je soucasti
ob¢hové soustavy hmyzu. Zde se zhruba po 10 dnech vyviji druha larva oznacovana jako
cysticerkoid (Obr. 5). Cysticerkoid je infekéni stddium (Andreassen et al. 1999,
Hartenstein & Jones 2003, Rozario & Newmark 2015).

Obr. 5 Cysticerkoid. Foto: PharmDr. Ivan Vokral, Ph.D.

U mezihostitele vyvojové stadium tasemnice krysi vyvolava i nékteré zmény chovani.
Bylo prokazano, ze infikovani brouci projevuji nizs§i pohybovou aktivitu a zaroven u nich
doslo ke ztraté fotofobniho chovani, ¢cimz se infikovany brouk stava snadnéjsi kofisti pro
definitivniho hostitele (Hurd & Fogo 1991, Robb & Reid 1996). Dale piitomnost
larvalnich stadii u mezihostitele vede ke snizeni reprodukce blokovanim vajecnych

receptort pro vitellogenin (Warr et al. 2006, Volf et al. 2007).

V dalsi fazi vyvojového cyklu je infikovany mezihostitel, jenz obsahuje cysticerkoidy,
pozien definitivnim hostitelem. Tim je hlodavec, nej¢asteji potkan nebo krysa (Garcia
2007). Infek¢nost cysticerkoidi je velmi vysoka. Priimérné 95 % cysticerkoidl se vyvine
v dospélé jedince Hymenolepis diminuta (Stradowski 1994). Mira uspéSnosti ndkazy
zavisi 1 na mnozstvi cysticerkoidl, jimiz je potkan infikovan. Pfi nakaze 1-20
cysticerkoidy je vytéznost 100-65 %. V pripad¢ infikace 20—40 cysticerkoidy primérna
vytéznost klesa na 13-2 % (Hesselberg & Andreassen 1975).

V travicim traktu definitivniho hostitele dojde k postupnému uvolnéni cysticerkoidi.
Cysticerkoid postupné ztraci i vnéjSi obal a procesem tzv. excystace dochazi ve

dvanactniku k uvolnéni nového jedince Hymenolepis diminuta. Tento juvenilni jedinec
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ma skolex s prisavkami, pomoci nichz je jiz schopen se uchytit ke sténé stieva, kde
nasledné béhem 3 tydnid dospiva do reprodukéni zralosti (Goodchild & Harrison 1961,
Rozario & Newmark 2015).

Ve stfevé definitivniho hostitele se uplatiiuje tzv. crowding efekt, kdy s narGstajicim
poctem tasemnic se snizuje jejich velikost. Nedostatek prostoru je tedy jeden

z vyznamnych faktorii pusobici na morfometrii Hymenolepis diminuta (Read 2000).

2.1.3. Hymenolepioza

Ackoli bézné je definitivnim hostitelem hlodavec, mize se jim ve vyjime¢nych ptipadech
stat 1 ¢lovék. Od pocatku 20. stoleti do roku 2016 bylo celkové zaznamenano kolem 500
pripadt infekce u ¢lovéka (Ahmad et al. 2017). Nakazit se mize pozienim cerealii
s mezihostitelem nebo nedostate¢nym tepelnym zpracovanim brouki rodu Tenebrio ¢i
Tribolium konzumovanych jako pokrm v zemich jihovychodni Asie. Jak uvadi
Wiwanitkit (2004), vyskyt infekce v Thajsku je sporadicky a v 9 z 10 ptipadi
asymptomaticky. Zcela vzacné se infekce muze projevit prijmem, abdominalnim
diskomfortem, nauseou ¢i malatnosti. Lékem volby je prazikvantel v davce 5—10 mg/kg

télesné hmotnosti nebo niklosamid (Garcia 2007, Ahmad et al. 2017, Kilincel et al. 2015).

2.2. Helmintoterapie

Helminti doprovazeji lidstvo v pribchu celé evoluce ¢lovéka. Béhem této doby si
dokazali vytvofit efektivni adaptacni mechanismus na lidsky organismus. Ten zahrnuje i
vliv na imunitni systém, nebot’ aby mohli v hostiteli co nejdéle ptezit, potfebuji lidsky
imunitni systém potlacit a modulovat. Helminté tak v pribéhu tisict let méli vliv na vyvoj
imunitniho systému a stali se efektivnimi imunomodulatory (Weinstock & Elliott 2009,

Smyth et al. 2017).

K myslence helmintoterapie vedl fakt, ze béhem 20. stoleti doslo k rapidnimu naristu
sttevnich autoimunitnich chorob jako je Crohnova choroba ¢i ulcerativni kolitida

v ekonomicky vyspélych zemich, zatimco v rozvijejicich se zemich, kde jsou infekce
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helminty bézné, je prevalence stievnich autoimunitnich chorob nizka (Gazi et al. 2017,

Heylen et al. 2014).

Odhaduje se, Ze celosvétoveé trpi stievnimi autoimunitnimi chorobami 4-5 milioni
pacientii (Heylen et al. 2014). Nejvyssi zaznamenana prevalence je v Evropé a Severni
Americe. V Evropé je prevalence ulcerativni kolitidy nejvyssi v Norsku, kde ptipada 505
pacienti na 100 000 obyvatel. Prevalence Crohnovy choroby je z evropskych stata
nejvyssi v Némecku, kde piipada 322 pacientti na 100 000 obyvatel (Siew et al. 2017).
Crohnova choroba a ulcerativni kolitida se fadi do skupiny autoimunitnich chronickych
onemocnéni charakterizovanych remitujicimi a relapsujicimi stfevnimi zanétlivymi
epizodami. Mezi symptomy patii bolest bficha, rektdlni krvaceni, horecka, ubytek
hmotnosti, prijem (Heylen et al. 2014). Ob¢ tyto nosologické jednotky nesou mnohé
spolecné rysy, vcetné genetickych a imunopatologickych, v fadé aspektt se v§ak odlisuji.
Ulcerativni kolitida naptiklad postihuje pouze tlusté sttevo (Obr. 6). Avsak Crohnova
choroba miize postihnout kteroukoli ¢4st traviciho ustroji, zpravidla tenké 1 tlusté stievo

(Bures et al. 2014).

Difference Between Crohn's and Ulcerative Colitis

sehat.com

Obr. 6 Rozdil v lokalizaci Crohnovy choroby (vlevo) a ulcerativni kolitidy (vpravo)

v gastrointestindlnim traktu. Zdroj: www.sehat.com.

Ptesnd etiologie téchto stfevnich autoimunitnich chorob neni zcela jednoznacné
objasnéna. Mozné vysvétleni narastu poctu piipadli v poslednich letech poskytuje tzv.

hygienickd hypotéza a tzv. ,,0ld Friends* hypotéza (Weinstock & Elliott 2009).
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2.2.1. Hygienicka hypotéza

Imunitni systém cClovéka je ovlivilovan vnitinimi 1 vnéjSimi faktory. Hygienicka
hypotéza, ktera byla poprvé publikovana v 80. letech minulého stoleti (Strachan 1989),
predpoklada, ze vysoké hygienické standardy ve vyspélych zemich, ¢isténi pitné vody,
pouzivani konzervanti a antimikrobnich pfisad v potravindch a nadmérné pouzivani
antibiotik vede k naruSovani pfirozené¢ho vyvoje imunitniho systému uz od rané¢ho véku
a naslednému vyssimu riziku autoimunitnich chorob (Weinstock & Elliott 2009, Fleming
& Weinstock 2015, Wolff et al. 2012, Petanova 2007).

Gwatkin et al. (1999) uvadi, Ze v nejchudsich zemich svéta jsou onemocnéni vyvolana
patogeny (bakterialni, virova onemocnéni a helmitézy) hlavni pfi¢inou umrti. Zatimco

vrwe

nepienosnymi chorobami (rakovina, autoimunitni onemocnént).

2.2.2.,,01d friends*“ hypotéza

,»Old friends* hypotéza postupné rozsifila hygienickou hypotézu. Helminti Zili
s ¢lovékem v prubehu evoluce pies n€kolik tisic let. BEhem této doby si tito ,,stafi pratelé™
(,,old friends®) vytvofili adaptaéni mechanismy vyznacujici se imunomodula¢nimi a
imunosupresivnimi U¢inky na hostitelsky organismus. Obc¢asné parazitarni infekce tedy
vedly spiSe ke zdravému rozvoji imunitniho systému. Podle ,,0ld friends* hypotézy je
pri¢inou rozvoje stfevnich imunitné zprostfedkovanych chorob snizend expozice

parazity, na nichZ jsme evolu¢né zavisli (Gazi & Taylan 2017, Rook 2010).

2.2.3. Pozadavky pri vybéru helminta

Jak popisuje Lukes et al. (2014), je tfeba respektovat urcité kritéria pfi vybéru vhodného

parazita pro helmintoterapii. Mezi tyto poZzadavky patfi:

a) zivotni cyklus s minimdlni somatickou migraci

b) Zadnd nebo nizka patogenita pro cloveka s mirnymi klinickymi ptiznaky, které trvaji
kratkou dobu

c) lokalizace dosp€lce v gastrointestinalnim traktu

d) minimalni Sifeni infek¢nich stadii z experimentalné infikovanych pacientti do

prostiedi (vhodni parazité s nizkou plodnosti nebo nepfimym Zivotnim cyklem)
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e) dostupnost cistych nebo sterilnich infekénich stadii z Zzivych kultur nebo
gnotobiotickych zvifat
f) dostatecné znalosti ontogeneze, biologie, epidemiologie a patogenity daného parazita

s moznosti jeho pfipadné eradikace pomoci anthelmintik

Obr. 7 Dospeély jedinec H. diminuta. Foto: PharmDr. Ivan Vokial, Ph.D.

Dle téchto kritérii se Hymenolepis diminuta (Obr. 7) jevi jako vhodny kandidat.
Neprojevuje se somatickou migraci pres stievni sténu hostitele, dospély jedinec
se v definitivnim hostiteli nachazi pouze ve stiev€. Ma neptimy Zivotni cyklus, k némuz
potiebuje mezihostitele. Pro ¢lovéka neptedstavuje vysoké patogenni riziko, pfipadné
existuje moznost efektivni 1écby anthelmintiky. Vyvojova stadia lze ziskat
z gnotobiotickych zvitat. Nespornou vyhodou je i snadny chov mezihostitell a hostitelda.
A v neposledni fade¢ jsou dostupné dostatecné poznatky a znalosti z hlediska morfologie,

fyziologie i ontogeneze Hymenolepis diminuta.
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2.2.4. Helmintoterapie v soucasnosti

V ramci helmintoterapie jsou v druhé fazi klinického testovani parazité tenkohlavec
praseci (Trichuris suis) a méchovec americky (Necator americanus). Tenkohlavec
praseci v ramci dvojité zaslepené randomizované studie jevil oproti placebu pozitivni
vysledky u ulcerativni kolitidy (Helmby 2015). Dle Croese (2006) bylo v ramci klinické
studie méchovce amerického (Necator americanus) zaznamenano zlepsSeni u 7 pacientii
z 9 trpicich Crohnovou nemoci. Trichuris suis a Necator americanus jsou v soucasné

dob¢ testovany i u pacientt s celiakii i asthmatem (Helmby 2015).

Vzhledem k dal$imu hledani potencidlnich paraziti vhodnych pro helmintoterapii se
jako vhodny kandidat jevi Hymenolepis diminuta, ktera je v soucasné dob¢ ve stadiu
testovani na zviratech. Je tedy nutné ziskat znalosti o tom, jak je Hymenolepis diminuta
schopna ovlivnit svého hostitele pro pfipadné¢ dalsi testovani u konkrétnich

nozologickych jednotek.

2.3. Biotransformacni enzymy

Biotransformac¢ni enzymy jsou zdkladni skupinou enzymii podilejici se na metabolismu
endogennich latek a xenobiotik. Biotransformace zahrnuje zménu chemické struktury a
fyzikdlnich vlastnosti. Tato skupina enzyml byva rozdélena na enzymy 1. faze
metabolismu a na enzymy 2. fdze metabolismu. Biotransformacni enzymy jsou
zodpovédné zpravidla za detoxikaci latek a nasledné udrZeni rovnovahy v organismu.
Hladina enzymi mize byt ovlivnéna napt. genetickymi faktory, onemocnénim, v€kem
nebo pohlavim (Martinkova et al. 2007). V ramci této diplomové prace byly studovany

nékteré vybrané biotransformacni enzymy.
2.3.1. Enzymy 1. faze biotransformace

Jednd se predev§im o enzymy oxidacni, redukéni a hydrolytické. Béhem prvni faze
metabolismu dochazi zpravidla ke zvySeni polarity latek. Biologick4 aktivita byva

obvykle snizena, avSak v ptipad¢ proléciv mize byt i zvySena (Dostalek et al. 2006).
Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny a v lidském téle se vyskytuji predevSim

v jatrech, avSak vyznamné jsou také jejich hladiny v plicich, tenkém stieve, ledvinach,
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kazi, mozku, nadledvinkach. V bunkach jsou lokalizovany pfevdzné¢ v membranach
hladkého endoplazmatického retikula, nékteré rovnéz v membranach mitochondrii
(Stiborova et al. 1999). Cytochromy P450 se vyznacuji predev§im monooxygenasovou
aktivitou, kdy dochézi k zabudovani jednoho atomu vzdusného kysliku do molekuly
substratu. V pfipadé, ze zdrojem oxidacni reakce je molekula organického
hydroperoxidu, vykazuje CYP peroxidasovou aktivitu (Skalovd et al. 2011).
Cytochromy P450 jsou vyjimecné mnozstvim metabolizovanych substrat. Rovnéz bylo
zjisténo velké mnoZstvi rodin, podrodin a isoforem CYP. Nékteré z nich byly studovany

v ramci této diplomové prace.

Jednou z podrodin cytochromil je podrodina CYP1A, do niz patii isoforma CYPIA1 a
CYPIA2. Obé tyto isoformy si jsou do zna¢né miry podobné, nebot’ vykazuji 70%
homologii v aminokyselinové sekvenci. Lisi se vSak lokalizaci. Zatimco CYP1A2 se
nachdzi pouze v jatrech, CYPIA1 je lokalizovan extrahepatalné a to ptedevSim
v gastrointestindlnim traktu, plicich a ledvindch (Stiborova et al. 1999). Mezi
xenobiotické substraty obou enzymu patii napiiklad kofein, theofylin, tricyklicka
antidepresiva jako amitriptylin ¢i imipramin nebo dale anthelmintikum albendazol.
CYPIA2 a CYPIAI se podili také na aktivaci prekarcinogenii, mezi néz patfi
polycyklické aromatické aminy a polychlorované bifenyly (Skalova et al. 2011). Pro
podrodinu CYP1A je rovnéz typickd mezidruhova stabilita. Martignoni et al. (2006)
uvadi, Ze byla u potkana zaznamenana 80 % identita s lidskym CYP1A2 a 83 % s
lidskym CYP1AL.

Zastoupeni podrodiny CYP2B je v lidském organismu zna¢né niZ§i, ale 1 piesto se
isoforma CYP2B6 podili na metabolismu nékterych xenobiotik jako je aflatoxin, nikotin

¢i cyklofosfamid (Stiborova et al. 1999).

Podrodina CYP2C je nejvice zastoupena isoformou CYP2C9, ktera se zasadné podili na
metabolismu warfarinu, mezi dalSi xenobiotické substraty patii naptiklad sartany ci
nesteroidni antiflogistika. Steroidni latky (pf. dexametason) byly popsany jako
induktory CYP2C9 a CYP2B6 (Skalova et al. 2011, Stiborova et al. 1999).

Nejvyznamnéjsi enzym podrodiny CYP3A je CYP3A4 (Obr. 8). Tento enzym se
vyskytuje nejvice v lidskych jatrech a stfevech, méné pak v ledvinach ¢i placenté.
CYP3A4 se zadsadné podili na metabolismu 1é¢iv. Je prokazano, ze pies 50 % léc€iv a

asi 30 % vSech xenobiotik je biotransformovano touto isoformou. Mezi substraty 1ze
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jmenovat napiiklad anthelmintika benzimidazoly, antibiotikum erythromycin, také
beta-blokatory nebo benzodiazepiny. Dale i1 1éCiva jako je mesalazin nebo
glukokortikoidy, ktera jsou indikovéna u stfevnich zanétlivych chorob jako je
ulcerativni kolitida a Crohnova choroba. Indukce ¢i inhibice této isoformy tak hraje
zasadni roli z hlediska 1ékovych interakci. Mezi zndmé induktory CYP3A4 patii
barbituraty, rifampicin, dexametason, cigaretovy kouf. Mezi inhibitory se fadi

azolova antimykotika, makrolidova antibiotika, grepovy dzus (Skalova et al. 2011).

CYP2B6 (<1%) CYP2E1 (9%)
CYP2A6 (6%)

CYP2DE (2%)

CYP1AZ (18%)

CYP2C (25%)

LIVER

Obr. 8 Podil jednotlivych isoforem cytochromu P450 na metabolismu léCiv v jatrech.
Zdroj: Paine et al. 2006.

Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) patii mezi oxidac¢ni enzymy. Jedna se o integralni
membranové proteiny lokalizované v endoplazmatickém retikulu. U clovéka je
znamo 5 isoforem, jejichZ substratova specifita se ¢astecné prekryva. Mezi substraty
FMO obvykle patii latky obsahujici ve své struktufe heteroatomy jako je dusik,
fosfor ¢i sira. Prikladem tak muze byt naptiklad 1é¢iva latka albendazol, fenothiazin,

efedrin (Hines 2007, Jakoby & Ziegler 1990).

Aldo-ketoreduktasy

Nadrodina aldo-ketoreduktas (AKR) zahrnuje velké mnozstvi enzymul katalyzujicich
redoxni reakce, predevsim reakce reduk¢i. AKR vyuzivaji kofaktor NADPH k redukci

alkoholl a ketonl na primérni a sekundarni alkoholy. Jsou lokalizovany v cytosolu a 1ze
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je najit ve vétSin€ zivych organismu. Jako substrat slouzi glukosa, steroidy, produkty
peroxidace lipidl, polutanty Zivotniho prostfedi (Barski et al. 2008, Penning 2015).
Existuje 15 lidskych AKR, které se podileji také na diabetickych komplikacich,
malignitdch zavislych na steroidnich hormonech nebo nedostatku Zlucovych kyselin

(Wsol et al. 2015, Penning 2015).

V ramci této diplomové prace byla studovana isoforma AKR1A1, ktera je exprimovana
ve vétsing tkani. AKR1A1 (aldehydreduktasa) vykazuje nizkou substratovou specifitu.
Tento enzym preferuje karboxylovou skupinu, ale také se podstatn¢ podili na
metabolismu neurotransmitert, anthracyklind, benzo[a]pyrent (Skalova et al. 2011).
AKR1A1 katalyzuje konverzi D-glukuronatu na L-gulonat, coz je nezbytny krok
v biosyntéze vitaminu C u vétSiny zvifat (Linster & Van 2007). O dilezité uloze
AKRI1AT1 pii syntéze kyseliny askorbové svédci i fakt, ze jeji inhibice vede k vyraznému

snizeni obsahu vitaminu C v mo¢i mysi (Barski et al. 2008).

Dale byla studovana podrodina AKRIC, do niz patii 4 lidské isoformy. Isoforma
AKRI1C4 se vyskytuje pouze v jatrech, AKR1C2 a 1C3 je exprimovéna v prostaté a prsni
tkdni. U potkana je nejvice zastoupena isoforma AKR1C9 (www.uniprot.org). Obecné
lze konstatovat, Ze podrodina AKR1C (hydroxysteroiddehydrogenasy) oproti podrodiné
AKRIA reaguje jak s aldehydovou, tak i ketonovou skupinou. Enzymy AKRI1C hraji
dilezitu roli v metabolismu steroidnich hormoni. Tim mohou ovlivnit i vznik nékterych
nadorovych onemocnéni jako je karcinom prsu ¢i benigni hyperplazie prostaty. Zaroven
se podileji na metabolismu nékterych protinddorovych chemoterapeutik (Barski et al.

2008, Skalova et al. 2011).

Karbonyreduktasy

Karbonylreduktasy (CBR) patii do rodiny dehydrogenas / reduktas s kratkym fetézcem.
Karbonylreduktasy jsou NADPH-dependentni cytosolové enzymy se Sirokou
substratovou specificitou pro mnoho endogennich latek a xenobiotik s karbonylovou
skupinou (Forrest & Gonzales 2000). Tu ve své struktufe obsahuji naptiklad
anthelmintika (mebendazol, prazikvantel a niklosamid), antracykliny (doxorubicin,
daunorubicin) nebo chinony (menadion: Obr. 9). Karbonylreduktasa 1 (CBRI1) je
lokalizovana ve vétsing tkdni a ve zvySené mife je exprimovana v tenkém stievé (Hara et

al. 2017).
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Obr. 9 Struktura menadionu. Zdroj: Hawarri et al. 2009.

2.3.2. Enzymy 2. faze biotransformace

2. Faze biotransformace je katalyzovana konjuga¢nimi enzymy. B&hem 2. faze
biotransformace dochazi k reakci s endogenni slouceninou za vzniku konjugatu, ktery je
hydrofilnéjsi a néasledné rychleji eliminovany z organismu. Konjuga¢nimi reakcemi
zpravidla dochazi ke sniZeni biologické aktivity latky. Konjugaénim reakcim podléhaji i
endogenni latky jako jsou hormony, zlu¢ové kyseliny (Josephy et al. 2008). Konjugac¢ni
enzymy jsou rizné transferasy, jednd se jak o cytosolické, tak mikrosomdlni enzymy.
Mezi nejbeéznéjsi reakce 2. faze metabolismu patii konjugace s kyselinou glukuronovou,
sulfatace, konjugace s glutathionem, acetylace, metylace, konjugace s aminokyselinami

(Skélové et al. 2011).

UDP-glukuronosyltransferasy

UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) katalyzuji glukuronidaci, pfi které dochéazi ke
konjugaci s kyselinou UDP-glukuronovou. Tato nadrodina enzymil je u savcl
v 2. fazi metabolizovano UGT. Vznikly glukuronid je obvykle neaktivni a snadno se
vylucuje z téla pomoci mocovych a zlucovych cest. UDP-glukuronosyltransferasy jsou
také dulezité pii detoxikaci environmentdlnich chemickych latek, stejné jako
endogennich sloucenin jako je bilirubin, biogenni aminy, steroidni a thyroidni hormony,
mastné kyseliny a Zlucové kyseliny. UGT jsou proto dilezité z hlediska G€innosti, ale 1

toxicity 1é¢iv a homeostasy endogennich molekul (Flockhart & Desta 2009).

23



Sulfotransferasy

Sulfotransferasy (SULT) katalyzuji konjugaéni reakei, pii které konjuga¢nim ¢inidlem a
donorem sulfatu je energeticky bohaty 3'-fosfoadenosyl-5'-fosfosulfat (PAPS), ktery
vznika z ATP a siranu. Substratem pro sulfataci jsou pfedevsim alkoholy, fenoly a aminy.
Koncentrace xenobiotika mize ovlivnit jeho metabolizaci. Pi niz8i koncentraci prevlada
sulfatace, pii vyssi glukuronidace (Gamage et al. 2006). Z eobiotickych latek je sulfatace
vyznamna u katecholamind, steroidnich a thyroidnich hormonii. Exprese sulfotransferas
je indukovana glukokortikoidy a agonisty glukokortikoidniho receptoru (Runge-Motris
& Kocarek 2005). Sulfotransferasy jsou cytosolické enzymy. U potkant byla zjisténa
pohlavni rozdilnost, kdy u samcii pfevazovala vysoka aktivita SULT1 oproti samicim,

u nichz byla vyrazné vys§si SULT2 (Skélova et al. 2011).

Glutathion-S-transferasy

Glutathion-S-transferasy (GST) katalyzuji konjugaci redukovaného glutathionu (GSH)
s xenobiotickymi ¢1 eobiotickymi substraty. Mezi xenobiotika metabolizovana GST patii
nitroslouceniny, paracetamol, cisplatina aj. Z endogennich latek pak organické
hydroperoxidy, leukotrieny a produkty oxidativniho stresu (Hollman et al. 2016, Skalova
etal. 2011). GST se mohou vyskytovat v cytosolu, mitochondriich i mikrosomech, av§ak

nejvyssi zastoupeni je v cytosolu (Sheehan et al. 2001).

2.4. Antioxida¢ni enzymy

Béhem fylogenetického vyvoje vytvaiely biologické systémy ochranné antioxidacni
mechanismy, které mohou inaktivovat volné radikaly. Antioxidacni enzymy mohou
zachytit reaktivni volné radikdly, mezi které patfi reaktivni kyslikové formy (ROS)
vznikajici pfi metabolickych pochodech (Obr. 10). ROS poté mohou vést k poskozeni
riznych bunécnych komponent, proteini, lipidd a nukleovych kyselin. Antioxidacni
enzymy se fadi mezi metaloproteiny. Organismus k jejich syntéze potiebuje dostate¢né
mnozstvi stopovych prvki: zinku, manganu, meédi, selenu, Zeleza (Zima 2003,
Chiumiento & Bruschi 2009). Nize uveden¢ enzymy byly pfedmétem studia v ramci této

diplomov¢ prace.
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Obr. 10 Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) béhem bunécného metabolismu.
Zdroj: Chiumiento & Bruschi 2009.

Peroxidasy

Nadrodina peroxidas patfi k nejvyznamngj§im intracelularnim antioxidantim. Primarni
funkce peroxidas je odstranéni peroxidu vodiku ¢i dalSich toxickych hydroperoxidi.
Peroxidasy jsou zdroven schopny oxidovat i nékterd xenobiotika. Peroxidas je v Zivo¢isné
i rostlinné #i$i vice druhd. Nekteré z nich jsou nespecifické a oxiduji vice riznych
substratli, jiné potiebuji jen urcity specificky substrat (Skalova et al. 2011, Racek &
Holecek 1999).

U 7Zivocichli je nejvyznamnéjsim enzymem glutathionperoxidasa (GPx), kterd
katalyzuje Stépeni peroxidu vodiku a souc¢asnou oxidaci cystein obsahujiciho glutathionu

(Racek & Holecek 1999).

Glutathionreduktasa

Aby enzymaticky systém glutathion peroxidasy mohl plynule zajistovat degradaci
peroxidu vodiku, je tfeba regenerovat glutathion v redukované¢ formé¢. K tomu slouzi
enzym glutathionreduktasa (GR), ktery vyuzivd k redukci glutathionu pyridinovy
koenzym NADPH.
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Dédi¢ny defekt tvorby GR nebo GPx vede k poskozeni bunéénych membran, které nejsou
chranény pted lipoperoxidaci, coz mize mit za nasledek naptiklad mirnou az stfedné

tézkou hemolytickou anémii (Racek & Holecek 1999).

Thioredoxinreduktasa

Thioredoxinreduktasa (TrxR) patii do rodiny enzymi katalyzujici NADPH-dependentni
redukci redoxniho proteinu thioredoxinu (Trx). Tento selenoenzym je hlavnim
reduktantem disulfidti v bunkach. Redukuje i askorbylovy radikal zpét na vitamin C, dale
redukuje i lipidové hydroperoxidy, kyselinu lipoovou, seleni¢itany aj. Siroké substratova
specifita tohoto enzymu je zpiisobena druhym redox-aktivnim mistem (Mustacich &
Powis 2000). Thioredoxinreduktasa se uplatiuje pii syntéze DNA, fertilizaci, ochrané
ktze ptred UV paprsky a pti remodelaci kosti. Ma ochranny ucinek vii¢i oxida¢nimu stresu
v centralnim nervovém systému, chrani i1 pfed vznikem nadorového bujeni (Holecek et

al. 2004).

Katalasa

Katalasa je enzym slozeny ze Ctyf podjednotek, z nichz kazda obsahuje prostetickou
protoporfyrinovou skupinu s Fe** (Zima 2003). Katalasa se vyskytuje u viech organismti
s aerobnim metabolismem. Jeji vyznam pro organismus spoc¢iva v ochran€ bun¢k pred
toxickym vlivem vysoké koncentrace peroxidu vodiku. Katalasa je lokalizovana
v peroxisomech, kde katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Hraje tak
dilezitou roli pfi ziskavani tolerance k oxida¢nimu stresu a adaptivni bunécné odpovédi
(Zamocky 1998, Racek & Holecek 1999). Pti nizkych koncentracich peroxidu vodiku a
za ptitomnosti malych molekularnich donort elektronti (alkohold, fenold, dusitant) miize
katalasa vykazovat peroxidasovou aktivitu (Djordjevic 2004).

Zvyseni aktivity katalasy bylo zjiSténo u pacientli s hepatitidou a jaternimi poruchami,
hemolytickymi onemocnénimi, akutni pankreatitidou nebo déle svalovymi dystrofiemi.
Snizena aktivita se vSak objevila u pacientil s anémii, malignimi nemocemi a Downovym

syndromem (Djordjevic 2004).

Mezi enzymy s antioxidacni aktivitou byva fazena i glutathion-S-transferasa. Tento
konjugacni enzym (viz kapitola 2.3.2.) se podili na metabolismu xenobiotik, ale 1

organickych epoxidii a hydroperoxidu.
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3. CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanovit, jak pfitomnost tasemnice krysi
(Hymenolepis diminuta) ovlivni aktivitu vybranych biotransformacnich a antioxida¢nich
enzymu ve stievech potkana (Rattus norvegicus var. alba). K dosazeni hlavniho cile bylo

provedeno:

e Nakazeni mezihostiteld (brouci Tenebrio molitor) vajicky tasemnice krysi

(Hymenolepis diminuta) a ziskani larvalnich stadii tasemnice
e Infikace potkant (kone¢nych hostitelil) larvalnimi stadii tasemnice krysi

e Izolace stfevni mukdzy z potkanl infikovanych tasemnici krysi (Hymenolepis

diminuta) a potkana kontrolnich

e Priprava subcelularnich frakci ze sttevni mukozy

e Stanoveni aktivit vybranych biotransformacnich a antioxidacnich enzymul ve
sttevé kontrolni a tasemnici ovlivnéné skupiny potkani s vyuzitim

spektrofotometrie a spektrofluorimetrie

e Vyhodnoceni a statistické zpracovani vysledkt
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Chemikalie

Pii stanoveni byly v experimentech kromé b&znych chemikalii &istoty p. a. (Penta, CR;

Lachema, CR) pouZity nasledujici reagencie:

Acenaftenol, Aldrich (Praha, Ceska republika)

Acetonitril (ACN), Merck (Praha, Ceska republika)

Anilin, Sigma (Praha, Ceska republika)

Benzyloxyresorufin, Sigma (Praha, Ceské republika)

Bicinchoninova kyselina (BCA), Sigma (Praha, Ceska republika)
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

5 ,5'-Dithiobis- 2 -nitrobenzoova kyselina (DTNB), Sigma (Praha, Ceska republika)
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), Sigma (Praha, Ceska republika)
Ethoxyresorufin, Sigma (Praha, Ceska republika)

3'-Fosfoadenosin-5'-fosfat (PAP), Sigma (Praha, Ceska republika)
Glukosa-6-fosfat, Sigma (Praha, Ceska republika)

Glukosa-6-fosfat dehydrogenasa, Sigma (Praha, Ceska republika)
Glutathion (GSH), Fluka (Praha, Ceska republika)

Glutathion oxidovany (GSSG), Koch Light Laboratories
Glutathionreduktasa (GR), Fluka (Praha, Ceska republika)

Glyceraldehyd, BHD (Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma (Praha, Ceska republika)

Chlorid hofeénaty, Sigma (Praha, Ceska republika)
1-Chloro-2,4dinitrobenzen (CDNB), Fluka (Praha, Ceské republika)
Menadion, Sigma (Praha, Ceska republika)

Methoxyresorufin, Sigma (Praha, Ceska republika)

7-Methoxy-4- trifluoromethylkumarin (MFC), Sigma (Praha, Ceska republika)
Metyrapon, Fluka (Praha, Ceska republika)

Molybdenan amonny, Lachema (Praha, Ceska republika)

NADH, Merck (Praha, Ceska republika)

NADP+, Serva (Némecko)

NADPH, Serva, Merck;(Némecko, Ceska republika)
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2-Naftol, Sigma (Praha, Ceska republika)

Pentoxyresorufin, Sigma (Praha, Ceska republika)
p-Nitrofenol, Fluka (Praha, Ceska republika)
p-Nitrofenylsulfat, Sigma (Praha, Ceska republika)
Pyridinkarboxaldehyd, Aldrich (Praha, Ceska republika)
Pyrokatechol, Lachema (Praha, Ceska republika)

Resorufin, Sigma (Praha, Ceska republika)

Slovasol, Sigma (Praha, Ceska republika)
t-Butyl-hydroperoxid 70 %, Sigma (Praha, Ceska republika)
Thiobenzamid, Fluka (Praha, Ceska republika)

TRIS (hydroxymethyl)-aminomethan, Lach-Ner
UDP-glukuronova kyselina (UDP-GA), Sigma (Praha, Ceska republika)

4.2. Pristroje

Analytické vahy Scaltec SBS 22

Centrifuga Eppendorf 5415 D

Centrifuga Thermo Scientific Heraeus Biofuge Stratos instruments
Digitalni pH-metr Boeco BT-675

Homogenizator Potter-Elvehjem

Magnetick4d michacka Variomag Electronicruhrer Mono
Mrazici box Jouan VXE Series

Spektrofotometr a spektrofluorimetr Tecan Infinite M 200
Thermoblok Thermomixer Comfort Eppendorf

IKA Vortex Genius 3

Ultracentrifuga Beckman Coulter TM Avanti J-301
Ultrazvukova lazet VWRUItrasonic Cleaner
Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls Bandelin HD 2070

Ostatni laboratorni pomticky
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4.3. Vypocetni programy

Pocitacovy program i-Control: pouzit pro vyhodnoceni absorbance.

PocitaCovy program Microsoft Excel 2016: pouzit pro vypocty enzymatickych aktivit a

statistické vyhodnoceni.

Statisticka vyznamnost byla testovana pomoci Studentova t-testu. Vysledky byly
povazovany za statisticky vyznamné pii p < 0,05 a statisticky velmi vyznamné pii

p< 0,0L.

4. 4. Zasobni roztoky

Na-fosfatovy pufr 0,1 M, pH 6,5; pH 7,0; pH 7.4
1000 ml 0,1 M Na;HPO4

250 ml 0,1 M NaH2POg4

Jednotlivé slozky byly pfipraveny do odmérnych banck a za stalého michani a

kontroly pH slévany na poZadovanou hodnotu pH.

Na-K-fosfatovy pufr, 60 mM, pH 7.4
500 ml 60 mM NaHPO4

500 ml 60 mM KH2P04

Jednotlivé slozky byly pfipraveny do odmérnych ban€k a za stdlého michani a

kontroly pH slévany na pozadovanou hodnotu pH.
K-fosfatovy pufr 0, 1 M, pH 6,0; pH 7,0; pH 8,0
500 ml 0,1 M K;HPO4

200 ml 0,1 M KH2PO4

Jednotlivé slozky byly pfipraveny do odmérnych ban€k a za stdlého michani a

kontroly pH slévany na pozadovanou hodnotu pH.

30



Tris-HCI pufr 0,1 M, pH 7.4

1,21 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu bylo rozpusténo v 75 ml redestilované vody.

Poté bylo pomoci 1 M HCl upraveno pH na 7,4. Nasledn¢ byl doplnén objem na 100 ml.

4.5. Ziskani biologického materialu

Pro experimentalni cast studie bylo nejprve nutné infikovat mezihostitele vajicky
tasemnice krysi. Jako mezihostitel byl zvolen brouk potemnik mouény (Tenebrio

molitor).

Deset potemnikli mouénych bylo chovéano ve sklenénych nadobéch s ptistupem vzduchu
a bylo jim podavano krmivo pro potkany. Den pied planovanou infikaci vajicky
tasemnice byli brouci podrobeni 24 hodinovému lacnéni. Vyhladlym potemnikim byl
poté¢ do sklenéné¢ nddoby podan trus nakazeného potkana, ktery obsahoval vajicka
tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta). Ptitomnost vajicek v trusu pro infikaci byla
pfedem mikroskopicky prokazana. Tento trus byl potemnikiim ponechin v nadobé po
dobu 3 dnti. B€hem této doby byl trus priibézn¢ vodou vlh¢en. A to z divodu snadnéjsiho
pozieni a tim 1 vys§i pravdépodobnosti infikace broukti. Po 12 dnech, kdy bylo moZné
predpokladat vyvinuti cysticerkoidli (larvalnich stadii) tasemnice, byli brouci
dekapitovani. Poté byly pinzetou odebrany krovky a ktidla a brouci byli podrobeni pitvé.
Obsah brouki byl na hodinovém sklicku pomoci preparacni jehly rozptylen ve
fyziologickém roztoku a sledovan pod stereolupou. Zde bylo mozné pozorovat
cysticerkoidy. Ve Ctyfech potemnicich byly nalezeny desitky az stovky cysticerkoidi,
u tfech potemnikil byla Cetnost cysticerkoidl nizsi a u dalSich tfech potemnikli nebyla
infikace uspésna. Poté byl pod stereolupou prohlidnut vzhled cysticerkoidu. Ty, které
vyhovovaly svym tvarem a velikosti a nebyly nikterak poruseny, byly pomoci pipety
vyjmuty. Takto bylo vzdy 12 cysticerkoidii pipetovano do celkem 6 mikrozkumavek
s ptipravenym fyziologickym roztokem.

Po ziskani larvalnich stadii (cysticerkoidil) bylo moZzné infikovat hostitele. Jednalo se
celkem o 12 samcii potkana (Rattus norvegicus, var. alba, kmen Wistar) ve véku 8 az 10
tydni. Sesti potkanim byly pomoci Zzalude¢ni sondy podany cysticerkoidy
s fyziologickym roztokem (tasemnici ovlivnéna skupina), zbylym 6 potkaniim pak pouze

fyziologicky roztok (kontrolni skupina). Pfi infikaci byl nejprve kazdy potkan uspan
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etherem a zvadzen. Poté byl zaludecni sondou opatrné¢ podén fyziologicky roztok
s cysticerkoidy z pripravené mikrozkumavky. Na zavér bylo jesté sodnou pipetovano
malé mnozstvi samotného fyziologického roztoku, nebot’ bylo diilezité dbat opatrnosti,
aby cysticerkoidy neulpély na sténach sondy. Takto bylo postupovano celkem u 6
potkanii (skupina ovlivnéna tasemnici). Kontrolni skupiné dalSich 6 potkanii pak byl za
stejnych podminek sondou aplikovan pouze fyziologicky roztok (bez cysticerkoidl) a to
z divodu, aby byli podrobeni stejnému stresu. Téchto celkem 12 potkanii bylo chovano
2 meésice ve vivariu za stiidavého svételného rezimu (12 hodin svétlo, 12 hodin tma).
Potrava byla podavana rovnéz obéma skupindm stejna (granule pro potkany). Pribézné
byl potkaniim sledovan trus, v némz se postupné¢ u vSech 6 infikovanych potkanti po
mesici objevila vajicka tasemnice.

Po uplynuti 2 mésict od infikace byli potkani postupné uspani etherem a poté usmrceni
dekapitaci. Kazdy potkan byl zvazen a podroben pitvé. Bylo vyoperovano tenké stievo a
nasledné tfikrat promyto fyziologickym roztokem. Tim doslo k vyplachnuti stievniho
obsahu a u skupiny nakazenych tasemnicemi doslo k jejich uvolnéni ze stfeva. Takto
ocisténé tenké stievo bylo chirurgickymi niizkami rozsttihano na mensi kousky, z kterych
byla podloznim sklickem opatrné sejmuta stfevni mukoza, kterd byla vlozena do
mikrozkumavek a zamrazena pii - 80 °C v mrazicim boxu. U skupiny kontrolni byla

sttevni mukodza ziskdna a uchovana za stejnych podminek.

4.6. Priprava subcelularnich frakci

Vzorky stievni mukoézy (kontrolni i tasemnici ovlivnéné skupiny) byly vyjmuty
z mraziciho boxu a pozvolna na ledu rozmrazeny. V chladici mistnosti byla muko6za
rozvazena (kazda skupina zvlast’) po 4 g do malych plastovych misti¢ek. Navazka kazdé
misticky byla vloZzena do 30 ml zkumavky homogenizatoru. K mukoéze bylo
v homogenizatoru pifiddno jest¢ 6 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 a vSe
zhomogenizovano pohybem pistu. Zhomogenizovany obsah byl pielit do centrifugacni
kyvety nachystané v nadob¢ s ledem. Pist a homogenizator byly vyplachnuty 6 ml pufru
a tento objem byl také pfilit do centrifugacni kyvety.

Déle bylo provedeno prvni stoeni na centrifuze Heraeus, ktera byla pfedem
naprogramovana na 5 000 g, dobu 20 minut a teplotu 4 °C. Po prvnim stoceni byl vznikly
supernatant prelit do Cistych kyvet. Zbyvajici ulpéla peleta obsahujici potrhané bunééné
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membrany, vazivo ¢i jadra byla po sliti supertatantu zlikvidovana. Supernatant v ¢istych
kyvetach byl sto¢en opét na centrifuze Heraeus pti rychlosti 20 000 g po dobu 60 minut
pii 4 °C.

Supernatant z druhého stoceni byl nédsledné pielit do centrifugacnich kyvet urcenych pro
centrifugu Beckman. Tyto kyvety byly naplnény do tii ¢tvrtin objemu a byly vyvazené
umistény do rotoru pfedem vychlazené ultracentrifugy Beckman a peclivé uzavieny
vickem. Poté bylo spusténo tfeti stocent, které probihalo pii 105 000 g, po dobu 65 minut
a pii teploté 4 °C.

Po tfetim stoceni supernatant obsahoval cytosol. Ten byl odebran do dvou sklenénych
kadinek (zvlast kontrolni a tasemnici ovlivnénd skupina). Z kadinek byl cytosol dale
v chladici mistnosti za stdlého michani rozpipetovan po 1 ml do pfedem popsanych
mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Ty byly nasledn¢ ulozeny do mrazicitho boxu

s nastavenou teplotou - 80 °C.

Do kyvet z treti centrifugace obsahujici pelety s mikrosomy bylo pfidano 30 ml 0,1 M
Na-fosfatového pufru o pH 7,4. Pomoci malého homogenizacnim pistu pak byly pelety
obsahujici mikrosomy rozsuspendovany. Kyvety byly vyvédzen& znovu vloZeny do
centrifugy Beckman, kde byla opét nastavena centrifugace pifi 105 000 g, teploté 4 °C a
dobé 60 minut. Po uplynulém sto€eni byl supernatant vylit a k peleté z kazdé kyvety byly
pridany 4 ml Na-fosfatového pufru (pH 7,4) s 20 % (v / v) roztoku glycerolu. VSe bylo
sklenénou ty¢inkou promichano, slito do dvou sklenénych kadinek (zvlast kontrolni a
tasemnici ovlivnéna skupina). A obsah v kddinkach byl zhomogenizovan v ultrazvukové
lazni. Takto ziskand mikrosomalni frakce byla za stalého michani rozpipetovana po
330 pl do ptedem oznacenych mikrozkumavek o objemu 500 ul a ulozena do mraziciho

boxu s nastavenou teplotou - 80 °C.

4.7. BCA stanoveni bilkoviny

Vzhledem k tomu, Ze specifickd enzymaticka aktivita se vztahuje na miligram bilkoviny
prislusné frakce, bylo nejdiive nutné zmétit obsah bilkoviny ve frakcich. K tomu byla

pouzita metoda s BCA dle Smitha et al. (1985).
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Princip stanoveni

Jedna se o reakci, pfi niz proteiny obsazené v mikrosomech a cytosolu redukuji
v alkalickém prostiedi ionty médnaté (Cu®*) na ionty méd’né (Cu"). Méd'né ionty (Cu")
poté vytvaieji modrofialové komplexni slouceniny se sodnou soli BCA (bicinchoninova

kyselina). Intenzita vzniklého zbarveni je pfimo imérna mnozstvi bilkoviny ve vzorku.

Metodika stanoveni

Byl pfipraven pracovni roztok C smichanim roztoku A s roztokem B v poméru 50:1.
SlozZeni roztoku A: NaHCOs3, Na,CO3;, BCA v 0,1 M NaOH
SloZeni roztoku B: 4 % CuSO4 - 6H,0

Pro kalibra¢ni kiivku byl pouzit 0,1 % roztok sérového albuminu (BSA), ktery byl
ptipraven z 0,05 ml vychoziho 20 % roztoku sérového albuminu (BSA) doplnéného do
10 ml redestilovanou vodou. Do 6 mikrozkumavek bylo podle nize uvedené tabulky 1
napipetovano piislusné mnozstvi 0,1 % BSA a redestilované vody do celkového objemu

100 pl (obsah bilkoviny tedy ¢inil 0 az 1 000 pg).

Tab. 1 Redéni 0,1 % roztoku BSA pro pFipravu kalibracni kiivky.

Koncentrace Roztok 0,1 % BSA Destilovana voda
(ng/ml) (nl) (u)
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0

Pro sestaveni kalibra¢ni ptfimky bylo odebrano vzdy 10 pl roztoku dané koncentrace

bilkoviny a napipetovano do sloupce mikrotitra¢ni desticky s kulatym dnem.

Subcelularni frakce (mikrosomy a cytosol), které byly na ledu pozvolna rozmrazeny, byly

nafedény 20x redestilovanou vodou. Poté z nich bylo odebrano 10 pl a napipetovano do
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sloupce mikrotitracni desticky (celkem tedy 8 paralelnich méfeni pro cytosol a 8
paralelnich méfeni pro mikrosomy). Pro ziskdni slepého pokusu bylo jest¢ do jedné

prazdné jamky desticky napipetovano 10 pl redestilované vody.

Poté do vSech jamek mikrotitracni desticky bylo multikanalovou pipetou ptidano 200 pl
pracovniho roztoku C. Po promichani byla desticka inkubovdna v Termomixeru pii
37 °C. Nasledn¢ byla pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M 200 zméfena

absorbance pii vlnové délce 562 nm.

4.8. Stanoveni aktivity enzymiu 1. faze biotransformace

4.8.1. Stanoveni aktivity nékterych isoforem cytochromu P450

Zakladem stanoveni je pridani substratu (pomérné specifického pro danou isoformu CYP)
k mikrosomalni frakci. Jednotlivé isoformy metabolizuji sviij specificky substrat na
fluoreskujici produkt (resorufin). PrirGstek fluorescence, ktery zavisi na aktivité¢ dané

isoformy cytochromu P450, byl métfen na spektrofluorimetru.
Cytochromy P450 (CYP) 1A1,1A2,3A a 2B

Pro stanoveni jednotlivych isoforem byly pouzity substraty uvedené v tabulce 2.

Tab. 2 Prehled substratii mérenych isoforem cytochromu P450.

Substrat Isoforma CYP
Ethoxyresorufin (ER) 1Al (Castecné 1A2), EROD
Methoxyresorufin (MR) 1A2 (¢astecné 1A1), MROD
Benzyloxyresorufin (BR) 3A/2B, BROD
Pentoxyresorufin (PR) 2B, PROD

Zasobni roztoky

0,1 M Tris-HCI pufr pH 7,4
0,1 M MgCl, (kofaktor)

0,5 mM substrat v dimethylsulfoxidu (DMSO)
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50 mM NADPH v Tris-HCI pufru

0,5 uM resorufin v DMSO

Postup

V prvnim kroku byly rozmraZzeny mikrosomy kontrolni a tasemnici ovlivnéné skupiny.
Poté bylo do dvou sloupcti mikrotitracni desticky Greiner pipetovano 5 pl mikrosomu
(vzdy jedny mikrosomy do jednoho sloupce, tzn. 8 paralelnich méfeni). Dale bylo
multikanalovou pipetou ptidano 195 pl reakéni smési obsahujici 3,64 ml Tris-Hel puftru,
0,20 ml MgCl, 20 pl ptislusného substratu, 40 pl roztoku NADPH. Do ttetiho sloupce
(standardni ptidavek) pak bylo multikandlovou pipetou napipetovano 10 pl 0,5 pM
roztoku resorufinu (odpovida 5 pmol v jamce) a 190 pl Tris-HCI pufru. Desticka poté
byla vlozena do spektrofluorimetru Tecan Infinite M 200, kde byla po dobu 5 minut pfi
37 °C méfena spodni fluorescence. Poté byla desticka inkubovana dalSich 25 minut pfi
37 °C a nakonec (celkové tedy ve 30. minuté od startu reakce) byla opét zméiena

fluorescence na piistroji Tecan Infinite M 200.
Vypocet:

A = (Fs0 — Fs) + 5200 / (Fres+ 25) [pmol/min/ml]

F3o Fluorescence vzorku po 30 minutach

Fs Fluorescence vzorku po 5 minutach

Fres Fluorescence standardniho pfidavku resorufinu v ¢ase t = 30 minut
5 Mnozstvi resorufinu v pmol v jamce (standard. ptidavek)

200 Piepocet na 1 ml frakce (1000/5 =200)

25 Cas v minutach

Cytochrom P450 2C9

Ke stanoveni isoformy CYP2C9 byl jako substrat pouzit 7-methoxy-4-
trifluoromethylkumarin (MFC), ktery je relativné specificky pro CYP2C9 (Price et al.
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2000) a preménuje se na fluoreskujici produkt 7-hydroxy-4-trifluormethylkumarin

(HFC).

Zasobni roztoky:

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

0,1 M MgCl; (kofaktor)

2 mM MFC v dimethylsulfoxidu (DMSO)
25 mM NADPH v Na-fosfatovém pufru

10 uM HFC v DMSO

Postup:

Po rozmrazeni a promichani mikrosomil bylo do dvou sloupcti mikrotitra¢ni desticky
Greiner pipetovano 8 pl mikrosomil (vzdy jedny mikrosomy do jednoho sloupce, tzn. 8
paralelnich méfeni). Poté bylo multikanalovou pipetou ptfiddno celkem 192 pl reakéni
smési obsahujici 8,9 ml pufru, 0,5 ml MgClz, 200 pl MFC, 100 pl roztoku NADPH. Do
ttetiho sloupce (standardni piidavek) pak bylo multikanalovou pipetou dano 10 pl 10 uM
roztoku HFC (odpovida 100 pmol v jamce) a 190 ul Na-fosfatového pufru. Desticka byla
bezprostifedné poté dana do pfistroje Tecan Infinite M 200, kde byla po dobu 5 minut pfi
37 °C méfena spodni fluorescence. RovnéZ i1 u stanoveni této isoformy byla desticka
inkubovana dalSich 25 minut pti 37 °C. Po tomto case (celkové tedy ve 30. minuté od

startu reakce) byla opétovné zmétena fluorescence.

Vypocet

A = (Fz0 — F5) - 100 - 125 / (Fres * 25) [pmol/min/ml]

F3o Fluorescence vzorku po 30minutach

Fs Fluorescence vzorku v 5. minuté

Fres Fluorescence standardniho pfidavku resorufinu v ¢ase t = 30 minut
100 mnozstvi HFC v pmol v jamce (standard. pfidavek)

125 pfepocet na 1 ml frakce (1000 / 8 = 125)
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25 ¢as v minutach

4.8.2. Stanoveni aktivity FMO

V pfitomnosti flavinové monooxygenasy (FMO) dochazi k reakci substratu
thiobenzamidu (TB) za vzniku produktu S-oxidu thiobenzamidu (TBSO) vykazujici
absorpcni maximum pii 370 nm. Enzymaticka aktivita FMO byla vyjadiena pomoci

vzristu absorbance. Ke stanoveni byl zvolen postup dle prace Cashmana et al. (1981).

Zasobni roztoky:

0,1 M K-fosfatovy pufr (pH 8,0)
Acetonitril (ACN)

89 mM roztok thiobenzamidu (TB)
NADPH-regeneracni systém

Pracovni roztoky:

Reakéni smés: ptipravena smisenim 0,1M K-fosfatového pufru (pH 8,0) s NADPH-

regenera¢nim systémem.
Redény substrat (TB)
Redény acetonitril (ACN)

Postup:

Nejdiive byly rozmraZeny subcelularni frakce (mikrosomy) a peclivé promichany. Do 2
sloupcii mikrotitracni desticky Greiner s plochym dnem bylo napipetovano 20 pl
mikrosomti (1 sloupec mikrosomy kontrolni, druhy sloupec mikrosomy potkana
ovlivnénych H. d.), poté bylo multikanidlovou pipetou pfiddno 180 pl reakéni smési.
Tésné¢ pred méfenim bylo multikanalovou pipetou pfiddno do prvnich dvou jamek
kazdého sloupce 10 pl fedéného roztoku ACN (slepy pokus) a 10 pl fedéného roztoku
TB do ostatnich Sesti jamek kazdého sloupce. Tim byl zahajen start reakce a desticka byla
neprodlené vloZena do pfistroje Tecan Infinite M 200, kde byla zméfena absorbance vzdy

po 2 minutach celkem po dobu deseti minut.
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Vypocet:

_ (AAvz — AAsD)*Vix1000

Aktivita = =+ 1 +Vs [nmol/min/ml]

AAy, zména absorbance vzorku za 1 minutu

AAq zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ NADPH molarni absorp¢ni koeficient NADPH (8,3 mM- Loem 1)
1000 piepocet na nmol/min/ml

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,6 cm

Vi objem reak¢ni smési 0,210 ml

Vs objem biologické frakce (mikrosomi) 0,020 ml

4.8.3. Stanoveni aktivity AKR1A1

Stanoveni aldo-ketoreduktasy isoformy 1A1 (AKR1AT1) je zaloZeno na méfeni poklesu
absorbance pifi 340 nm. Podstatou je pfeména NADPH na NADP*. Pomoci molarniho
absorp¢niho koeficientu NADPH lze poté kvantifikovat enzymatickou aktivitu (Ohara et
al. 1995, Kawamura et al. 1999).

Zasobni roztoky:

0,1 M K-fostatovy pufr (pH 6,0)
0,1 M 4-pyridinkarboxaldehyd (4-PC)
2 mM NADPH

Postup:

Po rozmrazeni cytosolu bylo do 6 jamek prvniho sloupce mikrotitracni desticky GAMA
napipetovano 10 pl cytosolu kontrolni skupiny. Do druhého sloupce pak bylo rovnéz do
6 jamek napipetovano 10 pl cytosolu skupiny potkant ovlivnénych H. d. (kazdy vzorek
tedy 6x). Do prvnich dvou jamek obou sloupcii byl ddn Na-fosfatovy pufr o pH 7,4 (slepy

pokus). V dal§im kroku bylo multikandlovou pipetou pfidano 190 pl reakéni smeési
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obsahujici: 4,684 ml K-fosfatového pufru, 52,63 ul 4 -PC, 263,15 ul NADPH. Desticka
byla vlozena do ¢tecky Tecan Infinite M 200, kde byla jiz pfedem nastavena teplota
37 °C. Pokles absorbance byl sledovan po dobu 5 minut pii 340 nm.

Vypocet:

Aktivita = (SAVZ ~ AASD-Vix1000 [nmol/min/ml]
exl+Vs

AAy; zmeéna absorbance vzorku za 1 minutu

AAg zmeéna absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ NADPH moléarni absorpéni koeficient 6,22 mM - cm™!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,75 cm

1000 piepocet na nmol/min/ml

Vi objem reak¢ni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce 0,01 ml

4.8.4. Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Pii stanoveni reduktas (konkrétné AKR1C9 a CBR1 v cytosolu) s metyraponem dochazi
k ptemé&né& NADPH na NADP*, coZ je spektrofotometricky sledovano pii 340 nm jako
pokles absorbance (Maser & Oppermann 1997, Matsunaga et al. 2007).

Zasobni roztoky:

0,1 M K-fostatovy pufr (pH 6,0)
0,1 M metyrapon

2 mM NADPH

Postup:

Nejprve byly rozmrazeny mikrozkumavky obsahujici cytosol obou skupin potkant. Do
celkem 2 sloupcti mikrotitra¢ni desticky GAMA bylo napipetovano 10 pl subcelularni

frakce (pro kazdy sloupec jedna frakce umisténa v pozicich C—H mikrotitracni desticky,
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tj. 6x kazdy vzorek). U slepych vzorkl (pozice A-B) bylo misto frakce dano 10 pl
Na-K-fosfatového pufru o pH 7, 4. Nésledné bylo ptidano multikanalovou pipetou 190 ul
piipravené reak¢ni smeési, ktera obsahovala 9,369 ml K-fosfatového pufru, 105,3 pul
roztoku metyraponu, 526,3 ul roztoku NADPH. Destic¢ka byla urychlené poté umisténa
do pfistroje Tecan Infinite M 200. Pokles absorbance byl sledovan po dobu 5 minut pii

vlnové délce 340 nm.

Vypocet:

Aktivita = (AAvz — AAsl)+Vi+1000 [nmol/min/ml]
exl+Vs

AAy; zména absorbance vzorku za 1 minutu

AAg zmeéna absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ NADPH molarni absorpéni koeficient 6,22 mM™!- cm’!

1 délka vrstvy (vySka jamky) 0,75 cm

1000 piepocet na nmol/min/ml

Vi objem reak¢ni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce 0,01 ml

4.8.5. Stanoveni aktivity AKR1C9

Zakladem stanoveni reduk¢niho enzymu aldo-ketoreduktasy 1C9 je méfeni vzristu
absorbance zplsobeném pieménou NADP" na NADPH. Kvantitativné lze pomoci
vzrustu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH vyjadfit aktivitu tohoto

enzymu. Vzrlst absorbance je sledovan pii 340 nm (Ohara et al. 1995, Kawamura et al.

1999).

Zasobni roztoky:

0,1 M TRIS/HCI pufr (pH 8,9)
0,1 M Acenaftenol

20 mM NADP*
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Postup:

Subcelularni frakce (cytosol kontrolni skupiny a skupiny ovlivnéné H. d.) byly pozvolna
na ledu rozmrazeny. Do dvou sloupcii mikrotitracni desticky GAMA postavené na
ledovém bloku bylo napipetovano 10 pl cytosolu (vzorky 6x), v ptipadé¢ slepého vzorku
(2x) 10 pl Na-K-fosfatového pufru o pH 7,4. Poté bylo multikanalovou pipetou pfidano
190 pl reakéni smési, ktera se skladala z: 7,12 ml 0,1 M TRIS/HCI pufru, 80 pul roztoku
acenaftenolu, 400 ul roztoku NADP'. Desti¢ka byla co nejrychleji vloZzena do jiz pfedem
na 37 °C vytemperovaného pfistroje Tecan Infinite M 200, kde byl po dobu 5 minut

sledovan narust absorbance.

Vypocet:

Aktivita = (AAvz — AAsl)+Vi+1000 [nmol/min/ml]
exlxVs

AAy; zména absorbance vzorku za 1 minutu

AAqg zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ NADPH moléarni absorpéni koeficient 6,22 mM ! cm!

1 délka vrstvy (vySka jamky) 0,75 cm

1000 pfepocet na nmol/min/ml

Vi objem reak¢ni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce

4.8.6. Stanoveni aktivity CBR1
Zakladem stanoveni je redukce substratu menadionu v ptitomnosti karbonylreduktasy 1
(CBR1). Tato reakce je doprovazena soucasnou oxidaci kofaktoru NADPH, coz je mozné

fotometricky zaznamenat pii vinové délce 340 nm jako pokles absorbance (Maté et al.

2008).

Zasobni roztoky:

0,1 M K-fostatovy pufr (pH 7,4)
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50 mM roztok menadionu v ethanolu

5 mM roztok NADPH

Postup:

Cytosol kontrolni skupiny i skupiny potkant ovlivnénych H. d. byl rozmrazen. Mezitim
byla pfipravena reakcni smes obsahujici: 7,495 ml K-fosfatového pufru, 84,21 pl roztoku
menadionu a 421 pl roztoku NADPH. Poté¢ bylo do 2 sloupcti mikrotitracni desticky
GAMA napipetovano 10 pl pfislusného cytosolu, v ptipadé slepého pokusu (vzdy prvni
dvé jamky) bylo misto frakce pfidano 10 pl Na-fosfatového pufru o pH 7,4. V dalSim
kroku pak bylo pomoci multikanalové pipety ptidano do vSech jamek 190 pl rekéni smési.
Desticka byla lehce protiepana a vlozena do pfedem vytemperovaného (na 37 °C)

ptistroje Tecan Infinite M 200, v némz byl sledovan pokles absorbance po dobu 5 minut

pii 340 nm.

Vypocet:

Aktivita = (AAvz — AAs])+Vi+1000 [nmol/min/ml]
exl+Vs

AAy; zména absorbance vzorku za 1 minutu

AAgl zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ NADPH moléarni absorpéni koeficient 6,22 mM ! cm!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,75 cm

1000 pfepocet na nmol/min/ml

Vi objem reak¢ni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce 0,010 ml
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4. 9. Stanoveni aktivity enzymii 2. faze metabolismu

4.9.1. Stanoveni aktivity UGT

Pii stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) dochazi k tvorbé
konjugovaného p-nitrofenolu s UDP-glukuronovou kyselinou (UDP-GA). Nezreagovany
p-nitrofenol je v neutrdlnim prostiedi zluté zbarveny a vykazuje maximum absorbance

pti vinové délce 405 nm (Letelier et al. 2005).

Zasobni roztoky:

TRIS/HCI pufr (pH 7,4)

Substrat: 2,5 mM p-nitrofenol

Konjugacni ¢inidlo: 10 mM UDP-GA

Detergent: 5 % roztok slovasolu

Deproteinizacni roztok: 3 % trichloroctova kyselina (TCA)

Neutraliza¢ni roztok: 1 M NaOH

Postup:

Nejdiive byly rozmrazeny mikrosomy (kontrolni skupiny 1 skupiny ovlivnéné H. d.). Poté
bylo do mikrozkumavek napipetovano 20 pl detergentu a k tomu piidano 40 pl
pfislusnych mikrosomt (pomé&r detergent : protein 1 : 2). Zkumavky byly promichany a
inkubovany pii 4 °C pfesn€ 20 minut. Poté bylo do dalSich mikrozkumavek na ledu
pipetovano: 100 ul pufru, 40 ul UDP-GA (vzorky) nebo 40 ul redestilované vody (slepy
pokus), 20 pl p-nitrofenolu a 20 pl mikrosoml s detergentem. VSe bylo peclivé
promichano a tato inkuba¢ni smés byla vloZena do thermobloku na 20 minut (37 °C,
mirné ttepani). Tyto mikrozkumavky byly nasledné vloZeny do boxu s ledem, kde do nich
bylo pifidano jesté 50 ul TCA, vSe bylo promichano a poté stoceno na stolni centrifuze (5
000 ot/min, 5 minut). Mezitim bylo do mikrotitra¢ni desticky do 4 sloupct pipetovano 50
ul NaOH, avsak do prvni jamky (pozice Al) pouze redestilovana voda. V dal§im kroku
bylo do jamek s NaOH pieneseno 50 pl inkubacni smési z lednice (vzdy z jedné
mikrozkumavky do 1 sloupce desticky). Poté byla mikrotitratni desticka vlozena do

¢tecky Tecan Infinite M 200, kde byla zmétfena absorbance pii 405 nm.
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Vypocet:

(AAvz — AAs])+Vixzi«1000

Aktivita = v lrtols [nmol/min/ml]
AAy, zmeéna absorbance vzorku za 1 minutu

AAg zmeéna absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ p -NF molarni absorpéni koeficient 18,3 mM '+ cm™!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,5 cm

1000 piepocet na nmol/min/ml

zt ziedéni, tj. 3,3

t doba inkubace, tj. 20 min

Vi objem reak¢ni smési 0,1 ml

Vs objem biologické frakce 0,01 ml

4.9.2. Stanoveni aktivity SULT

Principem stanoveni je pfeména p-nitrofenylsulfatu na p-nitrofenol katalyzovana
sulfotransferasou (SULT). Zaroven dochazi k ptenosu sulfoskupiny z 3 "-fosfoadenosin-
5 '-fosfosulfatu (PAPS) na 2-naftol (Obr. 11). Ke spektrofotometrickému méteni je
vyuZito vznikajictho produktu p-nitrofenolu, ktery v neutrdlnim prostfedi vykazuje

absorbanci pti 405 nm (Frame et al. 2000, Yang et al. 1996).

p-Nitrophenyl PAP 2-Naphthyl

sulfate X X sulfate

p-Nitrophenol  PAPS 2-Naphthol

Obr. 11 Preména p-nitrofenylsulfatu na p-nitrofenol. Zdroj: Frame et al. 2000.
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Zasobni roztoky:

50 mM K-fosfatovy pufr (pH 6,5)

50 mM MgCl»

20 uM 3’-fosfoadenosin-5"-fosfat (PAP)
50 mM p-nitrofenylsulfat (pNFS)

10 mM 2-naftol

0,25 M TRIS-HCI pufr (pH 8,7)

Postup:

Cytosol (kontrolni skupiny i skupiny ovlivnéné H. d.) byl pozvolna rozmrazen. Mezitim
bylo do prvniho sloupce mikrotitracni desticky GAMA ulozené na ledovém bloku
napipetovano 10 pl pufru (slepy vzorek). Do druhého a ttetiho sloupce bylo pipetovano
10 pl cytosolu dané skupiny. Poté bylo multikanidlovou pipetou do vSech 3 sloupcti
pfidano 90 pl reakéni smési. Ta obsahovala 0,5 ml roztoku MgClz, 0,5 ml roztoku PAP,
0,5 ml pNFS, 50 pl roztoku 2-naftolu a 2,95 ml K -fosfatového pufru. Desticka byla
jemné protiepana a inkubovana 10 minut pii 37 °C. Probihajici reakce byla po ptesné
uplynulém case zastavena piidanim 100 pl 0,25 M Tris-HCI pufru (pH 8,7) a
bezprostiedné poté bylo provedeno méfeni absorbance pii 405 nm v pfistroji Tecan

Infinite M 200.

Vypocet:

Aktivita = (Avz — AAs])+Vi-1000 [nmol/min/ml]
exl*t«+Vs

AAy; zména absorbance vzorku za 1 minutu

AAs zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ molarni absorpéni koeficient 18,20 mM™ ' - cm™!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,55 cm

t doba inkubace 10 minut
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Vi objem reak¢ni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce 0,010 ml

4.9.3. Stanoveni aktivity GST

V pfitomnosti glutathion-S-transferasy (GST) dochazi k reakci substratu CDNB
(1-chlor-2,4-dinitrobenzen) s konjuga¢nim c¢inidlem GSH (redukovany glutathion) a
vzniku S-2,4-dinitrofenyglutathionu vykazujici absorpéni maximum pii 340 nm. Ke

stanoveni byl pouzit postup dle prace Yea & Zhanga (2001).

Pracovni roztoky:

0,1 M Na-fostatovy pufr (pH 6,5)
51,5 mM roztok CDNB v ethanolu
5,15 mM roztok GSH v 0,1M Na-fosfatovém pufru

Reakéni smés: roztok GSH, roztok CDNB smiseny s 0,1M Na-fosfatovym pufrem

Postup:

Vzorky cytosolu (kontrolni skupiny 1 skupiny ovlivnéné H. d.) byly rozmraZeny a
nafedény 10x 0,1 M Na-fosfatovym pufrem o pH 7,4. Do 6 jamek 2 sloupcti mikrotitra¢ni
desticky Greiner s plochym dnem bylo napipetovano 6 pl fedéného cytosolu kontrolni
skupiny (pozice C—H na mikrotitracni desticce). Do zbylych 2 jamek v obou sloupcich
byl napipetovan Na-fostatovy pufr o pH 7,4 (slepy vzorek). Dle stejného schématu pak
byla do dalSich dvou sloupct napipetovana fedéna frakce cytosolu H. d. ovlivnénych
potkanl a rovnéz tak i slepy vzorek. Néasledné bylo napipetovano 194 ul reakéni smési.
Po lehkém protiepani byla desticka vlozena do pfedem vytemperovaného (na 37 °C)
spektrofotometru Tecan Infinite M 200, kterym byla méfena absorbance 6x v minutovych

intervalech pti 340 nm.
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Vypocet:

(AAvz — AAs])«Vix1000

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

AA., zmeéna absorbance vzorku za 1 minutu

AAg zmeéna absorbance slepého vzorku za 1 minutu

Vi objem reakéni smési (0,2 ml)

1000 prepocet na nmol/min/ml

€ molarni absorpéni koeficient (9,6 mM™!cm™!)

1 vyska jamky (0,6 cm)

Vs objem biologické frakce (0,006 ml)

4.10. Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymi

4.10.1. Stanoveni aktivity peroxidas

Peroxidasy katalyzuji reakci, pfi niZ je rozkladan peroxid vodiku a zaroven dochdzi k
pfemeéné dvojice anilin-pyrokatechol na rizovée zbarveny produkt [4(fenylamino)benzen-
1,2-diol], jehoz ptirtistek je zaznamenavan spektrofotometricky pii 510 nm. Ke stanoveni

byl pouzit postup, ktery uvadi Molaei et al. (2007).

Zasobni roztoky:

0,2 M Na-fosfatovy pufr (pH 7,0)
1,7 mM roztok H>O»

Substrat: pyrokatechol, anilin smiseny s 0,2 M Na-fosfatovym pufrem

Postup:

Do 2 sloupcti mikrotitracni desticky bylo nejdiive napipetovano multikanalovou pipetou
90 ul substratu a 100 ul H>O» a ndsledné byla desticka preinkubovéana 4 minuty pii 25 °C.
Poté bylo do prvnich dvou jamek obou sloupct napipetovano 10 pl Na-K-fosfatového
pufru o pH 7,4 (slepy vzorek). Do ostatnich jamek (pozice C—H, vzdy tedy 6 paralelnich

méieni) bylo dale napipetovano 10 pl ptislusné biologické frakce, ¢imz byl zapocat start
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reakce. Desti¢ka byla neprodlené vlozena do pfistroje Tecan Infinite M 200, kde byl v 7

cyklech sledovén prirastek produktu.

Poznamka: Vzhledem k tomu Ze reakce se spousti ptidanim subcelularni frakce, byl

méfen cytosol 1 mikrosomy zvlast, aby nebylo pipetovano velké mnozstvi vzorki

najednou.
Vypocet:
(AAvz — AAs])«Vix1000
Aktivita = [nmol/min/ml]
exl*Vs
AAy; zmeéna absorbance vzorku za 1 minutu
AAg zmeéna absorbance slepého vzorku za 1 minutu
Vi objem reakéni smési (0,2 ml)
1000 prepocet na nmol/min/ml
zt ziedéni
€ molarni absorpéni koeficient (5,0 mM™! cm™ 1)
1 vyska jamky (0,75 cm)
Vs objem biologické frakce (0,01 ml)

4.10.2. Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

Glutathionperoxidasa (GPx) katalyzuje reakci, pfi niz je glutathion pfeménovan na
oxidovany glutathion, ktery je priabézné redukovan glutathionreduktasou (GR). Ta tak
zajiStuje konstantni hladinu glutathionu (GSH). Reakci doprovazi oxidace NADPH, coz
je monitorovano fotometricky poklesem absorbance pti 340 nm. Stanoveni probéhlo dle

Flohého & Giinzlera (2009).

Zasobni roztoky:

0, 1 M draselno-fostatovy pufr (pH 7,0)
20 mM roztok EDTA

glutathionreduktasa (10 U/ml)
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10 mM roztok glutathionu

4 mM roztok NADPH

Postup:

Nejdiive byly rozmrazeny subcelularni frakce (mikrosomy i cytosol). Mezitim byla
ptipravena reakéni smés, jez obsahovala: 4,154 ml pufru, 0,462 ml roztoku EDTA, 0,462
ml roztoku glutathion reduktasy, 0,923 ml roztoku glutathionu. Do 4 sloupct
mikrotitracni desticky GAMA bylo napipetovano 50 pl ptislusné frakce, v piipade
slepého vzorku byl napipetovan Na-fosfatovy pufr (pH 7,4), poté bylo multikandlovou
pipetou ptidano 130 pl reakéni smési. Déle byla desti¢ka preinkubovana 10 minut pfi
37 °C. Nasledn¢ bylo multikanalovou pipetou piidano 10 pl NADPH. Po 5 minutach bylo
multikanalovou pipetou pfiddno 10 pl t-butyl hydroperoxidu, ¢imz byla nastartovdna

reakce. Byl sledovan pokles absorbance po dobu 5 minut pii 340 nm.

Vypocet:

Aktivita = CAVZ Affll)ixis*looo*z [nmol/min/ml]

AAy; zmeéna absorbance vzorku za 1 minutu

AAgl zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ molarni absorpéni koeficient 6,22 mM ! cm!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,75 cm

1000 pfepocet na nmol/min/ml

Vi objem reak¢ni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce 0,050 ml

2 2 umol GSH produkuje 1 pmol NADPH (ze stechiometrie reakce)

4.10.3. Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

Principem metody je pfeména oxidované¢ho glutathionu (GSSG) na redukovany

glutathion. Tato reakce je katalyzovana glutathionreduktasou a soucasné¢ dochazi
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k oxidaci NADPH (Carlberg & Mannervick 1985). Spotieba NADPH byla zaznamenana

pomoci ubytku absorbance pii 340 nm.

Zasobni roztoky:

0,1M K-fosfatovy pufr (pH = 7,00)
5 mM roztok EDTA
2,5 mM roztok NADPH

4 mM roztok GSSG

Postup:

Ptistroj Tecan Infinite M 200 byl nejdfive vytemperovan na teplotu 37 °C. Poté byl
rozmrazen cytosol (kontrolni skupiny i skupiny ovlivnéné H. d.) a zfedén 5x. Mezitim
byla ptipravena reakéni smés skladajici se z: 2 ml K-fosfatového pufru, 1,6 ml roztoku
EDTA, 2 ml roztoku GSSG a 0,4 ml roztoku NADPH. Nésledn¢ bylo do 6 jamek prvniho
sloupce desticky pipetovano 50 pl cytosolu kontrolni skupiny, do 6 jamek druhého
sloupce bylo pipetovano 50 pl cytosolu potkanti ovlivnénych tasemnici. Do prvnich dvou
jamek kazdého sloupce byl pipetovan Na-fosfatovy pufr o pH 7,4 (slepy vzorek). Poté
bylo multikanalovou pipetou do vSech jamek pfidano 150 pl reakéni smési a desticka byla
urychlené vlozena do pfistroje Tecan Infinite M 200. Zde byla méfena absorbance po

dobu 6 minut.

Vypocet:

Aktivita = (AAvz — AAs])+Vi+1000 [nmol/min/ml]
exl+Vs

AAy; zména absorbance vzorku za 1 minutu

AAqg zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu

€ NADPH moléarni absorpéni koeficient 6,22 mM ! cm!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,75 cm

1000 prepocet na nmol/min/ml

Vi objem reakéni smési 0,20 ml
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Vs objem biologické frakce pti 5x fedéni 0,010 ml

4.10.4. Stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy

Thioredoxinreduktasa (TrxR) katalyzuje pfeménu 5,5 "-dithiobis-2-nitrobenzoové
kyseliny (DTNB) na 5-thio-2-nitrobenzoovou kyselinu (TNB) za soucasné oxidace
NADPH (Kuntz et al. 2007). Pomoci spektrofotometrického sledovani pftirGstku

absorbance pii 412 nm bylo sledovano mnozstvi vznikajictho TNB (Bonilla et al. 2008).

Zasobni roztoky:

0,1 M K-fosfatovy pufr (pH 7,0)
50 mM EDTA
2 mM NADPH

1 mM DTNB

Postup:

Subcelularni frakce byla pozvolna na ledu rozmrazena a poté 5x redestilovanou vodou
nafedéna. Nasledné bylo do dvou sloupcti mikrotitra¢ni desticky GAMA napipetovano
do 6 jamek 50 pul cytosolu (prvni sloupec cytosol kontrolni skupiny, druhy sloupec cytosol
ovlivnény tasemnici H. d.). Do zbylych dvou jamek kazdého sloupce byl napipetovan
sodno-fosfatovy pufr o pH 7,4 (slepy vzorek). Poté bylo napipetovano multikanalovou
pipetou 150 pl reakéni smési obsahujici: 2 ml K-fosfatového pufru, 1,6 ml 50 mM EDTA,
2 ml 1 mM roztoku DTNB, 0,4 ml roztoku NADPH. Desticka byla mirné protiepana a
vloZena do pfistroje Tecan Infinite M 200, v némz bylo provedeno méfeni enzymatické

aktivity pii 412 nm po dobu 6 minut.

Vypocet:
(AAvz — AAs])«Vix1000
Aktivita = [nmol/min/ml]
exl+Vs
AAy; zména absorbance vzorku za 1 minutu
AAq zména absorbance slepého vzorku za 1 minutu
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€ NADPH molarni absorpéni koeficient 13,6 mM™'- cm™!

1 délka vrstvy (vyska jamky) 0,75 cm

1000 piepocet na nmol/min/ml

Vi objem reakéni smési 0,20 ml

Vs objem biologické frakce pfi fedéni 5x 0,010 ml

4.10.5. Stanoveni aktivity katalasy

Katalasa katalyzuje reakci pfemény peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Nezreagovany

vvvvv

405 nm (G6th 2003).

Zasobni roztoky:

60 mM Na-K-fosfatovy pufr (pH 7,4)
6,5 mM H>O»
32,4 mM roztok molybdenanu amonného

Postup:

Do mikrotitracni desticky GAMA bylo vSe (s vyjimkou frakci) pipetovano
multikanalovou pipetou. Slozky byly pfidavany postupné dle tabulky 3. Subcelularni
frakce byly 10x ziedény Na-K fosfatovym pufrem pH 7,4.
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Tab. 3 Schéma pipetovani do GAMA desticky (Bl-blank; MIK K — mikrosomy kontrolni;

MIK Tas — mikrosomy ovlivnéné tasemnici H. diminuta; molybd. — molybdenan

amonny).
Bl 1 MIK
Bl 1 MIK K MIK K MIK Tas Bl2 BI3
Tas
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
1. | 100 pl H20; " 100 pl H20, 3 3
H202 HzOz H202 pufru
100 pl 20 pl MIK 100 pl 20 pl MIK
2. 20 ul pufru | 20 pl pufru
molybd. K molybd. Tas
3. Inkubace 1 min (37 °C, tfepani)
s 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
' molybd. molybd. molybd. molybd.
5. 1 min ponechano stat
20 pl MIK
6. |20 WIMIKK | - | | s
Tas
7. Zmétena absorbance pii 405 nm

Poznamka: Toto schéma bylo pouZito i1 v pfipadé¢ méteni aktivity v cytosolu, kde do ¢ty

sloupcti byl misto mikrosomt ptidan cytosol.

Vypocet:

Aktivita= [(Abl 1 — Avz) / (Abl 2 — Abl 3)] - 32,5 - zF [pmol/min/ml]
Abl 1 absorbance blanku 1

Avz absorbance vzorku

Abl 2 absorbance blanku 2

Abl 3 absorbance blanku 3

zt ziedéni (10)
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5. VYSLEDKY
5.1. Koncentrace proteinii

Koncentrace bilkoviny v subcelularnich frakcich byla stanovena dle kapitoly 4.7. Od
hodnot naméiené absorbance vzorki byl odecten primér hodnot absorbance slepych
vzorkli. Na zakladé ziskanych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni kiivka vyjadiujici

zéavislost absorbance na koncentraci bilkoviny (Obr. 12).

Kalibrac¢ni krivka
0,7
0,6

0,5

0,4

Absorbance

03 y = 0,0006x + 0,0993
02 R>=10,9968
0,1
06
0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentrace bilkoviny [pg/ml]

Obr. 12 Zavislost absorbance na koncentraci bilkoviny.

Poté pomoci vzorce rovnice linearni regrese (y = 0,0006x + 0,0993 s korelacnim
koeficientem R?2? = 0,9968) byla vypoctena koncentrace bilkoviny ve
sttevnich mikrosomech a cytosolu kontrolni skupiny potkanti a potkant s tasemnici
Hymenolepis diminuta. Tyto pramérné hodnoty ziskané ze 3 nezavislych méteni (viz Tab.

4) pak byly pouZity pfi vypoctu specifickych enzymatickych aktivit.
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Tab. 4 Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich.

Koncentrace bilkoviny
Frakce
[mg/ml]
MIK kontrola 4,08 +£0,21
MIK tasemnice 3,59+0,14
CYT kontrola 8,17+0,32
CYT tasemnice 8,63 £0,36

5.2. Ovlivnéni enzymii 1. faze metabolismu pritomnosti

tasemnice

5.2.1. Aktivita nékterych isoforem cytochromu P450

Pouzitim specifickych substratii pro jednotlivé isoformy (CYP1A1, CYP1A2, CYP3A,
CYP2B a CYP2C9) cytochromu P450 byl v mikrosomalnich frakcich
spektrofluometricky naméfen piiristek fluorescence, z néhoz byla vypocitana
enzymatickd aktivita (viz kapitola 4.8.1). Ziskané hodnoty pak byly dale pfepocitany
pomoci koncentrace proteinu na hodnoty specifické enzymatické aktivity [pmol/min/mg].
Vysledky vyjadiuji primérnou hodnotu specifické aktivity a smérodatnou odchylku ze 3

experimentalnich méteni (Tab. 5).

Tab. 5 Specificka aktivita isoforem cytochromu P450 ve stievnich mikrosomech

kontrolni a tasemnici ovlivnéné skupiny potkanii.

Specificka enzymaticka aktivita [pmol/min/mg]

Isoforma CYP Kontrola Tasemnice
1A1 (EROD) 1,87 £0,27 0,59 + 0,18 **
1A2 (MROD) nenalezena nenalezena

3A/2B (BROD) 2,05+ 0,48 2,76 + 0,44 **

2B (PROD) 0,56 £ 0,10 0,81 +0,12 **
209 1,12+ 0,20 2,03 +£ 0,56 **

** oznacuje statisticky velmi vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,01).
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Obr. 13 Znazorneni specifické aktivity isoforem cytochromu P450 ve strevnich
mikrosomech kontrolni a tasemnici ovlivneéné skupiny potkanii. ** oznacuje statisticky

velmi vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,01).

Vysledky méteni (Obr. 13) ukazuji, ze pfitomnost tasemnice Hymenolepis diminuta
statisticky velmi vyznamné (p < 0,01; Studentlv t-test) ovlivnila aktivitu nékterych
isoforem cytochromu P450. Konkrétné u isoformy 3A, 2B a 2C9 byl zaznamenan narust
aktivity, naopak u isoformy 1Al byl zjistén pokles aktivity oproti kontrolni skupiné.

U isoformy 1A2 nebyla aktivita ve stfevnich mikrosomech detekovana.

5.2.2. Aktivita FMO

Stanoveni enzymové aktivity flavinové monooxygenasy (FMO) bylo provedeno dle
metodiky uvedené v 4.8.2. Enzymatickd aktivita byla poté dale vztazena na obsah
bilkoviny, ¢imz byla ziskdna hodnota specifické enzymatické aktivity [nmol/min/mg].

V tabulce 6 jsou zndzornény primérné hodnoty z celkem 3 experimentalnich méfeni.
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Tab. 6 Znazornéni specificke aktivity FMO v mikrosomech kontrolni a tasemnici

ovlivnené skupiny potkana.

Specificka enzymaticka aktivita
Frakce — mikrosomy
[nmol/min/mg]
Kontrola 2,42+ 0,37
Tasemnice 2,89+ 0,24

35

2,5 w

1,5

0,5

Specificka aktivita [nmol/min/mg]

Kontrola B Tasemnice

Obr. 14 Znazornéni specifické aktivity FMO v mikrosomech kontrolni a tasemnici

ovlivneéné skupiny potkanii.

Z vysledki (Obr. 14) vyplyva, Ze nebyl zaznamenan signifikantni rozdil ve specifické

aktivit¢ mezi kontrolni a tasemnici ovlivnénou skupinou potkand.

5.2.3. Aktivita AKR1A1

Stanoveni aktivity enzymu AKR1A1 se substratem 4-pyridinkarboxaldehydem bylo
provedeno dle kapitoly 4.8.3. Z nameétfenych hodnot absorbance byla vypocitana
enzymatickd aktivita, kterd byla déale vztaZena na obsah bilkoviny. Tim byla ziskdna

hodnota specifické enzymatické aktivity [nmol/min/mg]. Nize uvedené vysledky (Tab. 7)
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vyjadiuji primérnou hodnotu specifické aktivity a smérodatnou odchylku celkem ze tii

experimentalnich méteni.

Tab. 7 Specificka aktivita AKRIAI v cytosolu kontrolni a tasemnici ovlivnéné skupiny
potkanii.

Specificka enzymaticka aktivita
Frakce — cytosol

[nmol/min/mg]
Kontrola 13,80+ 3,21
Tasemnice 14,77+ 2,16
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Obr. 15 Znazorneni specifickeé aktivity AKRIAI v cytosolu kontrolni a tasemnici

ovlivnené skupiny potkanii.

Z vysledkt (Obr. 15) vyplyva, zZe pfitomnost tasemnice statisticky vyznamné neovlivnila

aktivitu enzymu AKRIAT.

5.2.4. Aktivita reduktas metyraponu

Stanoveni aktivity reduktas metyraponu (AKR1C9 a CBRI1 v cytosolu) je zalozeno na
méieni poklesu absorbance, z nichz byla nasledné kvantitativné vyjadiena enzymaticka

aktivita (viz kapitola 4.8.4). Ziskan¢ hodnoty enzymatické aktivity pak byly dale
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prepocitany na mg proteinu v piislusné frakci, ¢imz byly ptevedeny na hodnoty specifické

enzymatické aktivity [nmol/min/mg]. V tabulce 8 jsou uvedeny primérné hodnoty ze 3

experimentalnich méfeni.

Tab. 8 Specificka aktivita AKRICY a CBR1 v cytosolu kontrolni a tasemnici ovlivnéné

skupiny potkanii.

Frakce — cytosol

Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]

Kontrola

1,56 £ 0,39

Tasemnice

2,40+0,07 *

* oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,05).
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Obr. 16 Znazorneni specificke aktivity AKRIC9 a CBRI cytosolu kontrolni a tasemnici

ovlivnéné skupiny potkanii. * oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni

skupiné (p < 0,05).

Ze ziskanych hodnot je patrny narist enzymatické aktivity AKR1C9 a CBR1 ovlivnénych

tasemnici (Obr. 16). Tato zména byla pfi statistickém vyhodnoceni Studentovym

t - testem signifikantni (p < 0,05).
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5.2.5. Aktivita AKR1C9

Aktivita AKRIC9 byla stanovena (dle kapitoly 4.8.5) v cytosolickych frakcich za
pfitomnosti substratu (acenaftenol) a za soucasné piemény NADP" na NADPH. To bylo
zaznamenano jako narust absorbance, z niz byla spocitana hodnota enzymatické aktivity.
Ta byla déale (pomoci pifepocitani na mg proteinu) pievedena na specifickou
enzymatickou aktivitu [nmol/min/mg]. Vysledky uvedené v tabulce 9 vyjadiuji

pramérnou hodnotu specifické aktivity celkem ze 3 experimentalnich méfeni.

Tab. 9 Specificka aktivita AKRIC9 v cytosolu kontrolni a tasemnici ovlivnéné skupiny

potkanii.
Frakce - cytosol Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]
Kontrola 2,03+0,46
Tasemnice 2,45+ 0,02
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Obr. 17 Znazorneni specifické aktivity AKRIC v cytosolu kontrolni a tasemnici

ovlivnené skupiny potkanii.

Z vysledkt vyplyva, ze ptitomnost tasemnice vyznamné neovlivnila aktivitu enzymu

AKR1C9 (Obr. 17).
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5.2.6. Aktivita CBR1

Pomoci spektrofotometricky zjisténé absorbance byla aktivita karbonylreduktasy 1
(CBR1) stanovena v cytosolickych frakcich za pfitomnosti substratu menadionu (viz
kapitola 4.8.6.). Naslednym vztazenim enzymatické aktivity na celkové mnozstvi
bilkoviny ve vzorku byla vypocitana specifickd enzymaticka aktivita [nmol/min/mg].

Vysledky zahrnuji primérné hodnoty celkem ze 3 experimentalnich méteni (Tab. 10).

Tab. 10 Specificka aktivita CBR1 v cytosolu kontrolni a tasemnici ovlivnéné skupiny

potkanii.
Frakce - cytosol Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]
Kontrola 24,34 £ 1,94
Tasemnice 21,62 £1,60 *

* oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,05).

30

20

Specificka aktivita [nmol/min/mg]

Kontrola ® Tasemnice

Obr. 18 Znazorneni specifické aktivity CBR1 v cytosolu kontrolni a tasemnici ovlivnéné
skupiny potkanu. * oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné

(p < 0,05).

Ze ziskanych vysledkl Ize konstatovat, ze pfitomnost tasemnice Hymenolepis diminuta
zpusobila pokles aktivity enzymu CBR1 (Obr. 18). Tento pokles byl ve Studentové t-testu

prokéazan jako statisticky vyznamny (p < 0,05).
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5.3. Ovlivnéni enzymii 2. faze metabolismu pritomnosti

tasemnice

5.3.1. Aktivita UGT, SULT, GST

Stanoveni UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) v mikrosomech bylo provedeno dle
kapitoly 4.9.1. Pii stanoveni sulfotransferasy (SULT) v cytosolu bylo postupovovano dle
kapitoly 4.9.2. U obou méfeni byla zjistovana absorbance nekonjugovaného
substratu (p-nitrofenolu) a tato hodnota pak byla pouzita k vypoctu enzymatické aktivity

daného enzymu.

V pfipadé meéfeni aktivity glutathion-S-transferasy (GST) v cytosolu byla zakladem
tvorba konjugatu GSH-CDNB (viz kapitola 4.9.3), jehoZ absorbance byla pouZita
k vypoctu aktivity enzymu.

U vsech tii vySe zminénych enzymii (UGT, SULT a GST) byla enzymaticka aktivita dale
pfepocitana pomoci koncentrace proteinu ve frakei na specifickou enzymatickou aktivitu
[nmol/min/mg]. V tabulce 11 jsou uvedeny primérné hodnoty ze 3 experimentalnich
méfeni.

Tab. 11 Specificka aktivita UGT, SULT a GST v jednotlivych frakcich kontrolni a

tasemnici ovlivnéné skupiny potkanii.

Enzym Specifickd enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]|
MIK MIK CYT CYT
Kontrola Tasemnice Kontrola Tasemnice
UGT 8,23 £2,66 10,75+ 1,12 nenalezena nenalezena
SULT |  —— | - 3,50+ 0,30 4,26 £ 0,63 **
GST | - | e 11,50 £ 0,01 10,55 + 3,02

** oznacuje statisticky velmi vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,01).
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Obr. 19 Znazorneni specifické aktivity UGT, SULT a GST v jednotlivych frakcich. **

oznacuje statisticky velmi vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,01).

Vysledky méteni (Obr. 19) ukazuji, Ze pfitomnost tasemnice ve stfeveé zpusobila mirny
nartst enzymatické aktivity UGT v mikrosomech. Tento rozdil vSak nebyl statisticky

vyznamny.

Oproti tomu u sulfotransferasy (SULT) byl zjistén nartist enzymatické aktivity, jez byl

pii vyhodnoceni Studentovym t -testem statisticky velmi vyznamny (hladina p < 0,01).

U glutathion-S-transferasy (GST) nedoslo ke statisticky vyznamné zméné enzymatické

aktivity.

5.4. Ovlivnéni antioxida¢nich enzymi pritomnosti tasemnice

5.4.1. Aktivita peroxidas

Pti stanoveni aktivity peroxidas byl pouzit substrat anilin-pyrokatechol a bylo
postupovano dle metodiky uvedené v kapitole 4.10.1. Hodnoty ziskané enzymatické
aktivity pak byly dale pfepocitany na miligram bilkoviny ve vzorku, a tak byly ziskany

hodnoty specifické enzymatické aktivity [nmol/min/mg]. Nize uvedené vysledky
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(Tab. 12) vyjadiuji praimérnou hodnotu specifické aktivity celkem ze 3 experimentalnich
méfeni.
Tab. 12 Specificka aktivita peroxidasy v jednotlivych frakcich kontrolni a tasemnici

ovlivnené skupiny potkanii.

Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]

MIK Kontrola MIK Tasemnice CYT Kontrola CYT Tasemnice

10,64 £ 2,45 16,52 + 1,20 * 0,24 + 0,06 0,60 + 0,06 *

* oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p < 0,05).
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Obr. 20 Znazornéni specifické aktivity peroxidas ve frakcich kontrolni a tasemnici
ovlivnéné skupiny potkanii. * oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni

skupiné (p < 0,05).

Z namétenych vysledkd je patrny signifikantni nartist enzymatické aktivity peroxidas
u obou frakci skupiny potkant ovlivnénych tasemnici (Obr. 20). Vys$si hodnoty byly
obecné naméfeny v mikrosomech. Co se tyka cytosolu, 1 zde doslo k nartstu enzymatické

aktivity, avSak aktivita v porovnani s mikrosomy dosahovala nizsich hodnot.
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5.4.2. Aktivita glutathionperoxidasy

Pti stanoveni aktivity glutathionperoxidasy (GPx) blize uvedeném v kapitole 4.10.2 byla
namefena absorbance pouzita k vypoctu enzymatické aktivity. Z jeji hodnoty pak dale
byla vypocitdna specifickd enzymaticka aktivita. Vysledky v tabulce 13 zahrnuji

pramérné hodnoty celkem ze 3 experimentalnich méteni.

Tab. 13 Specificka aktivita glutathionperoxidasy v jednotlivych frakcich kontrolni a

tasemnici ovlivnéné skupiny potkanii.

Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]
MIK Kontrola MIK Tasemnice CYT Kontrola CYT Tasemnice
14,24 + 1,98 18,96 £ 1,75 20,84 + 7,68 927+ 1,55
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Obr. 21 Znazorneéni specifické aktivity glutathionperoxidasy ve frakcich kontrolni a

tasemnici ovlivnéné skupiny potkanii.

Z vysledkl (Obr. 21) vyplyva, ze pfitomnost tasemnice statisticky vyznamné neovlivnila

aktivitu glutathionperoxidasy.
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5.4.3. Aktivita glutathionreduktasy

Glutathionreduktasa (GR) byla stanovena dle kapitoly 4.10.3. Hodnoty enzymatické
aktivity poté byly vztazeny na miligram proteinu, ¢imz byla ziskana hodnota specifické
enzymatické aktivity. Nize uvedené vysledky (Tab. 14) vyjadiuji primérnou hodnotu

specifické aktivity a smérodatnou odchylku celkem ze 3 experimentalnich méfeni.

Tab. 14 Specificka aktivita glutathionreduktasy v cytosolu kontrolni a tasemnici

ovlivnené skupiny potkanii.

Frakce - cytosol Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]
Kontrola 44,56 + 0,74
Tasemnice 43,01 £ 1,51
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Obr. 22 Znazorneéni specifické aktivity glutathionreduktasy v cytosolu kontrolni a

tasemnici ovlivnéné skupiny potkanil.

Vysledky (Obr. 22) ukazuji, ze nedoSlo ke statisticky vyznamné zmeéné specifické

enzymatické aktivity u skupiny potkanti ovlivnénych tasemnici oproti kontrolni skuping.
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5.4.4. Aktivita thioredoxinreduktasy

Pfi stanoveni enzymatické aktivity thioredoxinreduktasy (TrxR) bylo postupovano dle
kapitoly 4.10.4. Vypocitana enzymaticka aktivitabyla dale pomoci koncentrace bilkoviny
prevedena na specifickou enzymatickou aktivitu. Nize uvedené hodnoty (Tab. 15) byly

ziskany ze 3 experimentalnich méifeni.

Tab. 15 Specificka aktivita TrxR v jednotlivych frakcich kontrolni a tasemnici ovlivnéné

skupiny potkani.

Specificka enzymaticka aktivita [nmol/min/mg]

MIK Kontrola MIK Tasemnice CYT Kontrola CYT Tasemnice

8,32 +£0,27 7,83 +£0,52 3,10+ 0,20 3,37+0,01

10

Specificka aktivita [nmol/min/mg]

MIK CYT

Kontrola ® Tasemnice

Obr. 23 Znazorneni specifické aktivity TrxR ve frakcich kontrolni a tasemnici ovlivnéné

skupiny potkanii.

Z vyse uvedenych vysledkt (Obr. 23) lze konstatovat, ze pfitomnost tasemnice vyrazné

neovlivnila aktivitu thioredoxinreduktasy oproti kontrole.
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5.4.5. Aktivita katalasy

Pfi stanoveni aktivity katalasy byla zvolena metoda s molybdenanem amonnym (viz

kapitola 4.10.5). Ziskané hodnoty absorbance byly vyuzity pro vypocet enzymatické

aktivity a tyto hodnoty byly dale pfevedeny na miligram proteinu. Tim byla ziskdna hodna

specifické enzymatické aktivity [pumol/min/mg]. V tabulce 16 jsou zaznamenany

pramérné hodnoty ze 3 experimentalnich méfeni.

Tab. 16 Specificka aktivita katalasy v jednotlivych frakcich kontrolni a tasemnici

ovlivnéné skupiny potkanii.

Specificka enzymaticka aktivita [pmol/min/mg]|
MIK Kontrola MIK Tasemnice CYT Kontrola CYT Tasemnice
Nenalezena 23,81 +£6,73 * 14,40 + 4,85 11,22 £2.,47
35
go x
E 30
£
3 25
g
=
= 20
=
2z s
<
£ 10
Q
2
n 5
0
MIK CYT

Kontrola ® Tasemnice

Obr. 24 Znazorneni specificke aktivity katalasy v jednotlivych frakcich kontrolni a

tasemnici ovlivnené skupiny potkanii. * oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti

Vysledky (Obr. 24) ukazuji statisticky vyznamny nartst aktivity katalasy v mikrosomech

skupiny s tasemnici oproti kontrolni skuping, v niz aktivita tohoto antioxida¢niho enzymu

kontrolni skupiné (p < 0,05).
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nebyla nalezena. Tento nartst byl ve Studentové t-testu prokazan jako statisticky

vyznamny (p < 0,05).

V cytosolu nebyl rozdil naméfenych hodnot aktivity katalasy statisticky vyznamny oproti

kontrole.
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6. DISKUZE

Tasemnice krysi, Hymenolepis diminuta, v posledni dob¢ budi zna¢ny zajem v riznych
oblastech védy. Osvédcila se pro studium metabolismu anthelmintik a dalSich xenobiotik.
Jak uvadi Cvilink et al. (2009) ¢i Bartikova et al. (2012), u Hymenolepis diminuta dochazi
ke zménam hladin detoxikacnich enzymi v reakci na rtizna xenobiotika. Tim se tento
parazit muze chranit jak pfed G€innymi anthelmintiky, tak i pfed obrannymi mechanismy

svého hostitele.

Hymenolepis diminuta je v soucasné dob¢ intenzivné studovdna 1 z hlediska
imunologického, nebot’ bylo zjisténo, ze vykazuje imunomodulaéni efekt na hostitelsky
organismus. Ten spoc¢iva v indukci Th2 imunitni odpovédi spolu se zvySenou produkci
protizdnétlivych cytokint IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 (McKay 2010, Persaud et al.
2007). To vede k inhibici Thl imunitni odpovédi a ndslednému potlaceni zanétlivych
procest, které jsou znamy napiiklad u stievnich autoimunitnich chorob (Hunter et al.
2005, Hernandez et al. 2013, Weinstock & Elliott 2014). Tento fakt vedl k myslence

vyuZiti parazita Hymenolepis diminuta v helmintoterapii.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky je vliv parazita Hymenolepis
diminuta na aktivitu biotransformacnich a antioxidaénich enzymi hostitele. Zdroje o této
problematice byly do této doby omezené, nebot’ zajmem doposud publikovanych praci
byl vliv riznych exogennich latek a xenobiotik na parazita Hymenolepis diminuta (Kundu
et al. 2012, Chai 2013). Pokud byl studovan vliv na hostitelsky organismus infikovany
parazitem H. diminuta, pak bylo ovlivnéni hostitele zkoumano predevSim
z imunologického hlediska (McKay 2010, Weinstock & Elliott 2014, Heylen et al. 2014,
Hymenolepis diminuta miize ovlivnit svého hostitele 1 z hlediska biochemického,
konkrétné jak ovlivni specifické enzymatické aktivity nékterych detoxikacnich enzymu

ve stfevni mukoze hostitele.

K dosaZeni hlavniho cile této diplomové prace bylo zapottebi splnit nékteré dil¢i ukoly.
Nejdiive byli konzumaci trusu s obsahem vajicek tasemnice Hymenolepis diminuta
infikovani mezihostitelé. Jednalo se o 10 broukl (7Tenebrio molitor). 1 ptesto, ze
mezihostitelem muze byt také potemnik skladiStni (7ribolium confusum), byl v nasi praci
vybran brouk potemnik moucny (Tenebrio molitor), protoze je pocet vyvinutych

infek¢nich cysticerkoidti u Tenbrio molitor vyssi (Voge 1956). Anderassen et al. (1999)
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popisuje, ze k vyvinuti infecnich cysticerkoidii dochazi po 10 dnech. V nasi praci byly

cysticerkoidy odebrany po 12 dnech, aby byl zajistén cas k jejich dostate¢nému vyvinu.

Jako definitivni hostitel byl v této praci zvolen potkan. Nékteré studie zabyvajici se
zivotnim cyklem ¢i imunologickymi vlivy Hymenolepis diminuta prob&hly i na mysich
coby definitivnich hostitelich, avSak dle Anderssena et al. (1999) je pravé potkan
puvodnim pfirozenym hostitelem. Kazdému ze 6 potkani kmene Wistar bylo podano
zaludec¢ni sondou 12 cysticerkoidii ve fyziologickém roztoku. Tento pocet by mél byt pro
infikaci a dozrani Hymenolepis diminuta adekvatni. Dle Hesselberga & Andreassena
(1975) je pti nadkaze 1-20 cysticerkoidy vytéznost dospélct H. diminuta 100-65 %.
V ptipadé infikace vys§Sim poctem cysticerkoidi (20—40) kleséd primérna vytéznost na
13-2 %. Kontrolni skupiné dalSich 6 potkanti byl poddn za stejnych podminek pouze
fyziologicky roztok. Diivodem bylo podrobeni kontrolni skupiny stejnému stresu a tim

zamezeni neptesnosti vysledki.

Téchto celkem 12 potkant bylo chovano ve vivariu po dobu 2 mésici. Jak popisuje Smyth
et al. (2017), uz po 3 tydnech dochdzi k dozrani tasemnice v dospél¢ jedince, protoze je
mozné ve stolici potkana pomoci mikroskopu detekovat vajicka Hymenolepis diminuta.
Ta mohou byt produkovana pouze dospélcem H. diminuta. V nasi studii byla infikace
uspésna a ve stolici vSech 6 infikovanych potkanil byla po 4 tydnech inkubace nalezena
vajicka tasemnice H. diminuta. Uvadi se, Ze jeden dospé€ly jedinec H. diminuta muze
produkovat vice nez 250 000 vaji¢ek denné. Diivodem tohoto obrovského poctu je i fakt,
Ze je v ptirod¢ velmi nizka Sance, aby kazdé vaji¢ko dosahlo reprodukéni zralosti (Dewey
2001). Ackoli bylo jiz po prvnim mésici inkubace prokazéano, Ze u v§ech 6 potkant doslo
k vyvinuti v dospélé jedince Hymenolepis diminuta, bylo vSech 12 potkant chovano jesté
dalsi mésic. A to proto, aby byla zajisténa dostatecna doba k tomu, aby se u skupiny

potkant s Hymenolepis diminuta projevil vliv parazita na svého hostitele.

Po uplynuti této doby a nasledném uspani a usmrceni potkant bylo ze vSech 12 potkant
ziskéano tenké stievo. Stfevni obsah byl vymyt fyziologickym roztokem, ¢imz u 6 potkanii
s tasemnici doSlo zaroven i k uvolnéni jedinci tasemnic ze stifeva. Jak publikoval Read
(2000), u tasemnic se uplatiije tzv. crowding efekt, ktery popisuje, Ze s vyS$im poctem
tasemnic ve stfeveé jsou tasemnice mensi. To bylo mozné pozorovat 1 v nasi studii, kdy

u péti potkanti doslo k vyvinuti vice jedincti (8-12) Hymenolepis diminuta a u jednoho
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potkana doslo k vyvinuti tasemnice sice jediné, ale vyrazné vétsi nez u potkanti s vyssim

poctem tasemnic.

Dalsim dil¢im ukolem bylo ziskani stievni mukozy a nasledna ptiprava subcelularnich
frakci, konkrétné cytosolu a mikrosomtl. Poté jiz byly stanovovany specifické
enzymatické aktivity vybranych biotransformacnich a antioxida¢nich enzym u kontrolni
a tasemnici ovlivnéné skupiny potkant. Vzhledem k tomu, ze vliv H. diminuta na aktivitu
biotransformacnich enzymu 1. i 2. faze metabolismu u hostitele nebyl doposud ve vétsi

mife studovan, poskytuji vysledky této prace rozsiteni znalosti o dané problematice.

Z enzymi prvni fize metabolismu byl studovén vliv H. diminuta na hladinu n¢kterych
cytochromii P450. Zna¢na zména byla zaznamenéna u isoformy CYP1A1, kde ve stievé
potkani ovlivnénych Hymenolepis diminuta doSlo k vyraznému poklesu specifické
enzymatické aktivity. Jak uvadi Zhang et al. (1997), inhibice isoformy CYPIA1 by
znamenala potlaceni aktivace prekarcinogent jako jsou napf. polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAH), coz vede ke sniZeni toxicity a karcinogenity. U isoformy CYP1A2
nebyla aktivita ve stfevé nalezena ani u jedné skupiny potkant, protoze, jak doklada

Stiborova et al. (1999), tato isoforma je exprimovana pouze v jatrech.

U cytochromu P450 podrodiny 3A a 2B byl v na$i praci zaznamenan narust specifické
enzymatické aktivity u potkan ovlivnénych Hymenolepis diminuta oproti kontrolni
skupiné. Zastoupeni podrodiny 2B je v lidském organismu i u potkana niZ§i nez
podrodiny 3A. Podrodina 3A konkrétné isoforma 3A4 se v lidském organismu podili na
biotransformaci pies 50 % 1éciv a 30 % vSech xenobiotik (Skélova et al. 2011). Nartst
aktivity této isoformy tak vede k zdsadnim zméndm metabolismu lé¢iv, jako mohou byt
napiiklad antihypertenziva, anthelmintika ¢i lé¢iva uZivand u terapie autoimunitnich
chorob. Dle Martignoniho et al. (2006) se i u potkana podrodina 3A vyznamné podili na
metabolismu, avSak nejvice zastoupena isoforma u samct je 3A2 a 3A18. I z tohoto
divodu by bylo dale vhodné prostudovat vliv parazita ptimo na lidskou isoformu
CYP3A4. Vyznamny nariist enzymatické aktivity u potkant ovlivnénych tasemnici byl
patrny iu CYP2CO. Tato isoforma se u ¢lovéka zasadné podili na metabolismu warfarinu.
Dle Stiborové at al. (1999) steroidni latky vcetné endogennich kortikosteroidii ptisobi

jako induktory CYP2C9 a CYP2B6.

Z enzymu 1. faze biotransformace byly dale studovany reduktasy karbonylové skupiny.

Pti stanoveni aktivity reduktas metyraponu, na které se podileji prevazné¢ AKR1C9 a
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CBRI1, byl patrny narGst enzymatické aktivity u skupiny potkant ovlivnénych
helmintem Hymenolepis diminuta. Vzhledem k naslednému zméteni aktivity AKR1C9
pomoci acenaftenolu lze predpokladat, ze zvySeni specifické enzymatické aktivity je i
u stanoveni reduktas metyraponu pravdépodobné zplsobeno enzymem AKRICO.
U aktivity karbonylreduktasy 1 (CBR1), méfené pomoci menadionu, doslo totiz
k poklesu specifické enzymatické aktvity ve stievé potkant ovlivnénych Hymenolepis
diminuta. Jak doklada Forrest & Gonzales (2000), zména hladiny CBR1 vede ke snizeni
metabolismu 1éCiv s karbonylovou skupinou. Nasledkem miize byt prodlouzeni
ucinnosti antiparazitik (mebendazolu, prazikvantelu a niklosamidu) nebo dale

antracyklint (doxorubicin, daunorubicin).

Z enzymu 2. faze metabolismu byla zjiStovana aktivita UDP-glukuronosyltransferas
(UGT), sulfotransferas (SULT) a glutathion-S-transferas (GST). Z téchto enzymil bylo
patrné zvySeni specifické aktivity UGT, avSak tato zména nebyla statisticky vyznamna.
U GST rovnéz nedoslo k vyrazné zméné. Oproti kontrolni skupiné doslo ke statisticky
vyznamnému k nartstu aktivity sulfotransferas u potkant ovlivnénych Hymenolepis
diminuta. Sulfotransferasy jsou vyznamné pii metabolizaci katecholamint, steroidnich
a thyroidnich hormonti. Dlivodem nérlstu enzymatické aktivity sulfotransferas mize
byt 1 fakt, ze exprese sulfotransferas je indukovéana glukokortikoidy (Runge-Morris &
Kocarek 2005). Glukokortikoidy jsou ve zvySené mife produkovany pii stresové reakei,
kterou miZze byt pravé 1 pritomnost tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta)

V organismu.

V této diplomové praci byly studiu podrobeny 1 nékteré antioxidac¢ni enzymy, jejichz
uloha spocivé v ochrané tkédni pted reaktivnimi formami kysliku (ROS) jako je peroxid
vodiku, superoxidové a hydroxylové radikdly. Tyto reaktivni formy kysliku zptsobuji
poskozeni bun¢k, proteini i DNA a napomadhaji vzniku lipidovych peroxidacnich
produkt (LPO), coz vede k poskozeni membranové integrity a nepfiznivym zméndm
metabolismu bunék (Kosik-Bogacka et al. 2011). Kosik-Bogacka et al. (2011) dale uvadi,
ze vyskyt Hymenolepis diminuta ve stievé vyvolava oxidacni stres u hostitele,
nebot'v jejich studii bylo zaznamenano zvyseni lipidovych peroxidacnich produkt ve

stteve potkana infikovaného H. diminuta.

Vyraznd zména aktivity byla z antioxidacnich enzyml zjiSténa u peroxidas. Jak
v mikrosomalni, tak i v cytosolické frakci byl prokazan narast specifické enzymatické
aktivity u potkant ovlivnénych H. diminuta. Na zvySeni peroxidasové aktivity
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v mikrosomech by se mohla podilet i glutathionperoxidasa, u niz byla aktivita v této
frakci lehce zvySena. Obecné se ale v ptipad¢ zvysené hladiny peroxidas miize jednat i
o myeloperoxidasu ¢i jiné nespecifické peroxidasy. Nicméné Ize konstatovat, ze zvySeni
peroxidasové aktivity by mohlo souviset se zvySenym oxida¢nim stresem vyvolanym
ptitomnosti parazita Hymenolepis diminuta. V ptipadé glutathionreduktasy nebo
thioredoxinreduktasy nedoslo k vyraznym zméndm hladin specifickych enzymatickych
aktivit mezi kontrolni a tasemnici ovlivnénou skupinou. Lze usoudit, ze parazit

Hymenolepis diminuta se tak nepodili na jejich regulaci.

Ptitomnost tasemnice ve stfeve potkana vedla také ke zvyseni specifické aktivity katalasy.
Jak uvadi Zamocky et al. (1998), katalasa je enzym, ktery slouzi k ochrané bunék pred
toxickym vlivem hlavné vysokych koncentraci peroxidu vodiku. V ramci této prace bylo
naméfeno signifikantni zvySeni enzymatické aktivity katalasy v mikrosomech, kde
aktivita u kontrolni skupiny byla prakticky nulova. To podporuje myslenku, ze pfitomnost
parazita Hymenolepis diminuta vede u hostitele k oxida¢nimu stresu, protoze jak
publikovali Racek & Holecek (1999), katalasa hraje diileZitou roli pii ziskavani tolerance

k oxidativnimu stresu a adaptivni bunééné odpovedi.

Celkové z vysledkl této prace vyplyva, ze tasemnice krysi, Hymenolepis diminuta, je
opravdu schopnd ovlivnit aktivitu nékterych biotransformacnich a antioxida¢nich
enzymi ve stievé hostitele. To miize hrat roli v souvislosti s metabolismem 1€¢iv i
endogennich latek. Zavérem lze konstatovat, ze vysledky této prace by mohly byt pouzity

1 v pfipad¢ studia a potencialniho uplatnéni Hymenolepis diminuta v helmintoterapii.
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7. ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanovit, jak pfitomnost tasemnice krysi
(Hymenolepis diminuta) ovlivni aktivitu vybranych biotransformacnich a antioxida¢nich
enzymu ve stievech potkana. Dil¢i vysledky, které vedly k hlavnimu cili, 1ze na zavér

shrnout v nasledujicich bodech:

e Mezihostitelé (brouci Tenebrio molitor) byli Gspé$né nakazeni vajicky tasemnice
krysi (Hymenolepis diminuta) a po 12 dnech z nich byly odebrany cysticerkoidy

(larvalni stadia).

e Nasledna infikace potkant (konecnych hostiteli) byla tispé$na u vSech 6 potkand.
Z toho lze usuzovat, Ze pocet 12 cysticerkoidii pouzitych v této studii je adekvatni
pro uspésnou infikaci potkanti (definitivnich hostiteltl). Ze ziskané stfevni
muko6zy kontrolni i tasemnici ovlivnéné skupiny potkanti byly pfipraveny

subcelularni frakce, v nichZ byla méfena specifickd enzymaticka aktivita.

e Zenzymi 1. faze metabolismu bylo zjiSténo, Ze Hymenolepis diminuta ma vliv
na specifickou enzymatickou aktivitu nékteré podrodiny ¢i konkrétni isoformy
cytochromu P450 (CYP1A1, CYP2C9, CYP2B, CYP3A). Z reduktas doslo ke
zmén¢ aktivity u CBR1 ¢i AKR1C9. Ovlivnéni téchto enzymi muze vést ke

zmeénam metabolismu 1€Civ 1 eobiotickych substratt.

e Zenzymi 2. fadze metabolismu byl zjistén signifikantni nardst aktivity
sulfotransferas (SULT) u tasemnici ovlivnéné skupiny potkanti. Toto zvySeni lze
predpokladat i proto, Ze glukokortikoidy (vyplavované pfti stresové reakci, kterou

muzZe byt 1 pfitomnost parazita) jsou induktory SULT.

e Z antioxidac¢nich enzyml doSlo ve stievé potkanti ovlivnénych Hymenolepis
diminuta k néarGstu aktivity peroxidas a katalasy. ZvySeni aktivity téchto
antioxidaCnich enzymti tak pravdépodobné souvisi se zvySenym oxida¢nim

stresem vyvolanym pfitomnosti parazita Hymenolepis diminuta.
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SEZNAM ZKRATEK

ACN
AKR
BROD
CBR
CYP
CYT
DMSO
DTNB
DTB
EDTA
EROD
FMO
GPx
GR
GSH
GSSG
H. d
IL
MFC
MIK
MIK K
MIK Tas
MROD
PAH
PAP
PAPS

p-NF

acetonitril

aldo-ketoreduktasa
benzyloxyresorufin-O-dearylasa
karbonylreduktasa

cytochrom P450

cytosol

dimethylsulfoxid
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
5,5 -dinitrobenzoova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
ethoxyresorufin-O-deethylasa
flavinovd monooxygenasa

glutathion peroxidasa

glutathion reduktasa

glutathion

oxidovany glutathion

Hymenolepis diminuta

interleukin
7-methoxy-4-trifluoromethylkumarin
mikrosomy

mikrosomy kontrolni skupiny
mikrosomy potkant ovlivnénych tasemnici H. d.
methoxyresorufin-O-demethylasa
polycyklické aromatické uhlovodiky
3’-fosfoadenosin-5"-fosfat
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

p-nitrofenol
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pNFS
PROD
ROS
TB
TBSO
TCA
Th
TRIS
TrxR
UDP-GA
UGT

var.

p-nitrofenylsulfat
pentoxyresorufin-O-dealkylasa
reaktivni formy kysliku
thiobenzamid

S-oxid thiobenzamidu
trichloroctova kyselina
pomocné lymfocyty
tris(hydroxymethyl)aminomethan
thioredoxinreduktasa
UDP-glukuronova kyselina
UDP-glukuronosyltransferasa

varietas
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