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Flubendazol je benzimidazolové anthelmintikum pouzivané k lécbé a prevenci
helmint6z hospodarskych i volné Zijicich zvifat. V dnesni dobé€ je velkym problémem vznik
rezistence ruznych druht Cervii na dostupna anthelmintika. Teprve detailni znalost
mechanismi helmintorezistence povede k Uspésné terapii parazitdoz zvitat. V této praci byly
zkoumany vlivy opakovaného podéni flubendazolu na vybrané isoformy cytochromi P450,
flavinové monooxygenasy, nékteré redukcéni enzymy karbonylové skupiny, glutathion-S-
transferasy a UDP-glukuronosyltransferasy ovce domaci. Aktivity enzymi byly méfeny
v subcelularnich frakcich ptipravenych z jater a mukdzy tenkého stfeva kontrolnich ovci,
flubendazolem 1éCenych ovci a Haemonchus contortus infikovanych, nasledné
flubendazolem 1é¢enych ovci. Flubendazol byl ovcim podavan ve trech davkach a to
15mg/kg zivé vahy. Vysledky ukdzaly, Zze podavéani flubendazolu neovliviiuje aktivitu
CYP 2B, CYP 3A, a glutathion S-transferasy. U CYP 2E po podani flubendazolu byla
pozorovana inhibice. U CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 2C9, flavinovych monooxygenas a
UDP-glukuronosyltransferasy se vysledky liSily v zavislosti na pohlavi sledovanych zvifat a
nakazeni zvifete parazitem. Z redukcnich enzymi byla nejvice ovlivnéna 11B3-HSD a
karbonylreduktasa. Zvlasté indukce oxidacnich, redukénich nebo konjugacnich enzymu
ovliviluje 1écebny vysledek jak flubendazolu samotného, tak 1 ostatnich soucasné
podéavanych 1é¢iv. Indukci biotransformacnich enzymu je 1é¢ivo rychleji metabolizovano a
vylu€ovano, tudiz jsou v organismu hostitele pfitomny nizsi koncentrace nez terapeutické.

Helmint tak mtize aplikaci 1éCiva prezit a vytvaret si obranné mechanismy.
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Flubendazole is benzimidazole anthelmintic widely used in veterinary medicine for
treatment and prevention of helminthosis in domestic and wild animals. Currently the
effectiveness of available anthelmintics is being diminished by the worms newly formed
resistance mechanisms. This work was designed to test the influence of flubendazole on
cytochrome P450 isoforms, flavine monooxygenases, some carbonyl reducing enzymes,
glutathion S-transferase and UDP-glucuronosyl transferase in domestic sheep. Activities of
these enzymes were observed in subcellular fractions which were prepared from the liver
and small intestine of the following groups of tested subjects: control sheeps, flubendazole
treated sheeps and Haemonchus contortus infected sheeps that were subsequently treated by
flubendozole. Flubendazole was administered to each sheep three times in a dose of
15mg/kg. The results indicated that flubendazole does not influence the activity of CYP 2B,
CYP 3A, and glutathion-S-transferases. After the flubendazole therapy was observed the
mhibition i activities of CYP2E. Activitiess of CYP 1A, CYP2B, CYP 2C9,
flavinmonooxygenases and UDP-glucuronosyl transferases were depended on animal
gender and helminthosis. The largest influence of flubendazole on reduction enzymes was
appeared in activities of 11B-HSD and carbonylreductase. Especially the induction of
oxidation, reduction and conjugation enzymes has a profound negative effect on the efficacy
and pharmacokinetics of flubendazole itself and any other simultaneously or consecutively
administered drugs. Induction of these enzymes results in a faster metabolism and
elimination of flubendazol which cuts down its therapeutic levels. Under these conditions,
worms are able to survive flubendazole administration and activate their resistance

mechanisms.
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1. UVOD

Zivé organismy se neustale dostavaji do styku s fadou latek, které jsou pro né cizi,
neslouzi jako zdroj energie ani nejsou prekursory pro syntézu uziteCnych molekul. Aby
tyto cizi latky neznamenaly ohroZeni jejich vnitfniho prostiedi, vybudovaly si organismy
fadu mechanismt, jak se cizim latkdm brénit. NejcastéjSim zdsahem je chemicka zména
struktury takovych latek.

Véda, ktera studuje metabolické¢ premény latek télu cizich (xenobiotik) se nazyva
xenobiochemie. Zkoumd enzymy, které tyto premény katalyzuji, zkoumd faktory
ovliviljici aktivitu téchto enzymi. Odhaluje strukturu, vlastnosti a biologickou aktivitu
metaboliti xenobiotik. Pfispivd k pochopeni mechanismu ucinku xenobiotika a studuje
jejich vliv na dulezité metabolické cesty endogennich latek.

Mezi latky télu cizi patii konzervaéni latky, potravinarskéd barviva, uméla sladidla,
kontaminanty vody a pudy, necistoty vzduchu jako vyfukové plyny nebo cigaretovy kout a
predevsim 1éCiva. Pro specificky uc¢inek léCiv je nezbytna jejich presna chemicka stuktura.
Pokud organismus svymi mechanismy strukturu lé¢iva zméni, mize dojit ke zmeéné nebo
dokonce anulaci t¢inku 1é¢iva.

Pfi zvySeném a opakovaném kontaktu s xenobiotiky se organismus brani zvySenim
aktivity biotransformacnich enzymii. Vysledkem je rychlejsi vylucovani latky z organismu.
V ptipadé léCiv je dulezité snizeni jejich koncentrace v cilovych tkanich a umoznéni
vzniku rezistence k jejich ucinku. Tento mechanismus mize hrat roli 1 pfi vzniku
rezistence parazitickych cervi.

Nemoci  zplsobené  parazitujicimi  Cervy, helmintézy piedstavuji jednu
z nejrozsitenéjSich pficin ohrozeni zdravotniho stavu hospodarskych, doméacich i volné
zijicich zvifat. Samotnym zvifatim puasobi velké zdravotni problémy a v zavaznych
ptipadech i pfed¢asnou smrt, chovatelim pak zna¢né ekonomické ztraty. Jedinym zatim
vSeobecné dostupnym prostiedkem v boji s parazitujicimi cervy je farmakoterapie a
farmakoprofylaxe s vyuzitim vhodnych anthelmintik. Pocet dostupnych 1éCiv je ale relativné
maly a béhem uplynulych desetileti se znané snizila jejich U¢innost. Parazité si totiz
postupn¢ vytvari mechanismy, kterymi se UspéSné brani toxickému ptisobeni anthelmintik.
Lékova rezistence mnohych druhti ¢ervi se stala celosvétovym problémem.

Krozvoji  helmintorezistence @ na  dostupna  1éCiva  prispivda  indukce

biotransformacnich enzymut jak hostitele, tak i1 parazita. ZvySeni aktivity enzymi hostitele



vede ke snizeni terapeutickych hladin anthelmintik a tim se zvySuje Sance parazitli piezit
aplikaci 1éCiva. Pravé kontakt parazitd s nizkymi davkami anthelmintik vede k iniciaci jejich
obrannych mechanismii a nasledné ke snizeni jejich citlivosti k lé¢ivu. Teprve detailni
znalost mechanismli helmintorezistence povede k uspé$né terapii parazitdoz hospodaiskych
zvirat.

Tato prace ma za cil vysledovat ovlivnéni biotransformacnich enzymi hostitele
po podani léciva. Jako Iéciva latka byl vybran flubendazol a jako modelovy parazitujici cerv
byla vybrana vlasovka slézovd (Haemonchus contortus). Vlasovka je velice Castym a
relativné velmi patogennim parazitem domacich i volné Zijicich ptezvykavci. K terapii
zvifat postizenych timto parazitem jsou vyuzivana benzimidazolova anthelmintika a
v literatute je jiz viadé lokalit popsano navozeni rezistence vlasovky praveé
na benzimidazoly, mezi které patii i flubendazol. Jako hostitel byla zvolena ovce domaéci,
ktera je vlasovkou c¢asto napaddna a zptfezvykavcel je nejvhodnéjSim druhem

k experimentalnim uceltim.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Helmintozy

Helmint6zy jsou parazitarni infekéni onemocnéni zplsobené cizopasnymi cervy
(helminty) nebo jejich infekénimi stadii. Nejrozsitenéj$i helmintézy jsou zplsobeny tfemi
ttidami cervil (plochymi cervy — motolicemi = Trematoda a tasemnicemi = Cestoda, oblymi
cervy — hlisticemi = Nematoda). Projevy onemocnéni jsou zavislé na typu parazita a misté
postizeni hostitele. K ndkaze helminty mtize dochdzet cestou peroralni (pozieni hostitelem),
perkutanni (ptimy prinik larvalnich stadii povrchem téla hostitele), kongenitalni (z matky

na plod), spojivkovym vakem a dal§imi télnimi otvory.

2.1.1. Trematodozy

Trematodozy ptedstavuji z parazitologického hlediska velmi zavaznou skupinu
helmit6z predevsim pro hospodarskd a volné zijici zvifata (ptezvykavi bylozravci), mensi
vyznam maji pro chovy ostatnich zvifat (Lamka a Duchacek 2006).

Motolice jsou biohelmintickymi parazity se slozitymi vyvojovymi cykly. Jejich
nesegmentované télo je silné dorzoventralné zplostelé, podélné ovalné az listkovité.
Velikost dospélych motolic je variabilni a pohybuje se od nékolika milimetrti az do n€kolika
centimetrti. Typickymi organy motolic jsou ptisavky. Ustni (rostralni) ptisavka slouZi
k pfichyceni a obsahuje Ustni otvor motolice. BfiSni (ventrdlni) pfisavka (také zvana
acetabulum) slouzi jen k pfichyceni a né€kterym cCeledim mutze chybét. U biisni piisavky
vétSinou usti vyvody pohlavnich organd. Povrch téla tvoii metabolicky aktivni tegument.
Tréavici soustava je jednoduchd, chybi anus. Motolice pfijimaji potravu nasdvanim
svalnatym hltanem ulozenym na dné ustni pfisavky, ktery pokracuje do parového, rtzné
vétveného stieva. Po straveni se potrava ve stfevé resorbuje. Nestravené zbytky se
regurgituji zpét pres hltan. Motolice se zivi polotekutou stravou, jako je stievni obsah, hlen,
krev ¢i tkanova tekutina hostitele (Jira 1998). VétSina motolic jsou hermafrodité. Prestoze
jsou  oboupohlavni, proces oplozeni probiha Castéji mezi dvéma jedinci
(http://cs.wikipedia.org).

Boj proti trematodéozam by mél sméfovat na potlaceni dospélych (omezenéji
nedospélych stadii) v definitivnim hostiteli nebo na naruSeni vyvojovych cykli motolic

ovlivnénim mezihostitelskych organismti (Lamka a Duchacek 2006).
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K zastupcim motolic patfi: motolice podivna (Urogonimus macrostomus), motolice
kopinatd (Dicrocoelium dendriticum), motolice jaterni (Fasciola hepatica), krevnicka

mocova (Schistosoma haematobium) (Jira 1998).

2.1.2. Cestodozy

Cestodozy jsou druhové-parazitologicky skupinou mensiho rozsahu postihujici
predevsim domaci masozravce, bylozravce, ale i ryby.

Piivodci cestodoz jsou tasemnice. Vyvojové cykly tasemnic jsou nepiimé, slozité se
sttidanim tady mezihostiteli a hostiteld. Dosp€la forma tasemnic je zplostéla a Cleni se
na hlavicku, kréek a télo slozené z jednotlivych ¢lankd. Hlavicka je v poméru k télu mala a
je vybavena pfichytnym ustrojim. V krcku se ze zarodecnych bun€k tvofi zéklady clankd.
T¢lo mize byt slozeno ze 2 nebo az ze 4 000 ¢lankd. Potravu ptijimaji celym povrchem téla.
Tasemnice jsou hermafroditi a oplozeni je u nich vnitini (Jira 1998).

Potlacovani cestod6z je mozné zisahem do vyvojového cyklu tasemnic
v definitivnim hostiteli nebo ovlivnénim populaci mezihostiteld (Lamka a Duchaéek 2006).

K zastupcim tasemnic fadime: tasemnice koCiCi (Taenia taeniaeformis), tasemnice
dlouho¢lenna (Taenia solium), tasemnice bezbranna (Taenia saginata), méchozil zhoubny

(Echinococcus granulosus), Skulovec $iroky (Diphyllobothrium latum) (Jira 1998).

2.1.3. Nematodozy

Nematodozy jsou z hlediska druhové-parazitologického nejrozsahlejsi skupinou
helmintéz. Je znamo témer 20 tisic druhi nematod parazitujicich v obratlovcich, mnoho
dalSich druhti piedstavuje parazity bezobratlych a rostlin nebo ziji volnym zpiisobem Zivota
(Lamka a Duchéacek 2006).

Parazitické hlistice jsou dominantné¢ geohelminti, velmi omezené biohelminti. Maji
protahlé, valcovité, nesegmentované télo kryté odolnou mnohavrstevnou kutikulou
s povrchovymi utvary riznych tvarti. Délka dospélych jedincti kolisd od nékolika mm az po
1 m. Na tele hlistic se rozliSuji tfi zakladni ¢asti. V predni Casti se nachazi organy slouzici
k pfijimani potravy a organy smyslové. Ve stiedni Casti se je ulozeno stievo, gonady
s vyvody, exkre¢ni a osmoregulacni soustava. V zadni Casti se nachdzi vyusténi stfeva a
samCich pohlavnich organti. Traveni zajiStuje travici trubice prochézejici pseudocoelem,

ktera ma na jedné strané Ustni otvor s hltanem urceny pro nasavani potravy z hostitele a na
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stran¢ druhé rektum vyust'ujici v anus. Parazitické hlistice se zivi pohlcovanim krve, lymfy,
lyzované tkané nebo stfevnim obsahem hostitele. K vyluCovani dochazi prostiednictvim
jednobunéénych vylucovacich trubic v postrannich télnich dutindch. Jsou to zpravidla
gonochoristé a vyskytuje se u nich vyrazny pohlavni dimorfismus (Jira 1998).

Predchazeni a aktivni kontrola nematoddz je v soucasnosti zaloZena na kombinaci
zoohygienickych opatfeni v prostiedi chovu a podavani antinematod hostitelskym zvirattim.

Dulezitymi zastupci tfidy nematod jsou bezpochyby: roup détsky (Enterobius
vermicularis), Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides), svalovec stoCeny (Trichinella
spiralis), vlasovec mizni (Wuchereria bancrofti), vlasovec o¢ni, had’atko fepné a pSeni¢né.
(Lamka a Duchéacek 2006).

Mezi nematoda patii i vlasovka slézova (Haemonchus contortus), kterd je pro tuto

praci vybrana jako modelovy parazit.

2.1.3.1. Haemonchus contortus

Obr. 1: Vlasovka slézova (Haemonchus contortus)

Jednim z nejnebezpecnéjsich cizopasnikti sparkaté zvéte a prezvykavcd vibec je
vlasovka slézova, Haemonchus contortus (Naucny slovnik zeméd¢€lsky 1972). Taxonomicky
nalezi do Celedi Trichostrongylidae, Nematoda. Vyvoj ma ptimy, nepotiebuje mezihostitele.
Dospéli jedinci ziji ve slézu prezvykavci (abomasu) a zivi se krvi.

Dospélé formy jsou vlasovité, cervené zbarvené. Samci méti 10-20 x 0,4 mm,
samice 18-30 x 0,5 mm. U samic jsou Cervend stfeva obtocena bilymi vaje¢niky, takze maji

vzhled dvojbarevného spirdlovité stoc¢ené¢ho provazku.
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Samice produkuje denné 5 000 az 10 000 vajicek o rozmérech 70-85 x 41-48 um,
ktera se dostavaji do vnéjSiho prosttedi s vykaly hostitele. Z vajiCek se za ptiznivych
podminek v pid¢ postupné vyviji larvy. Vzhledem k tomu, ze larvalni kutikula hlistic
neroste, jsou od sebe jednotlivé vyvojové formy oddéleny svlékanim (angl. molting).
Larvalni stadia L1 a L2 se zivi bakteriemi z prostiedi a jsou odoIlné vic¢i zaschnuti az 1,5
roku. Piipfiznivych podminkach (teplé a vlhké klima) se béhem sedmi dni preméni
na larvélni stadium L3. Toto stadium migruje na vrcholky trav a je infek¢éni pro hostitele
alimentarni cestou. V travicim traktu hostitele se larvy dale dvakrat svlékaji a dosahuji
dospélosti. Dospélci se zavrtaji do sliznice slézu, spafi se a cely cyklus se opakuje.
Po nakazeni invazivnimi larvami se prvni vajicka v trusu zvefe objevuji po 21-28 dnech
(www.wormboss.com.au).  Ojedinéle = mutze  kinfekci  dochdzet 1  skrz kazi
(http://ucdnema.ucdavis.edu).

Napadena zvér trpi anémii, hubne, objevuji se u ni otoky a ma odstavajici matnou
srst. Prijmy nebo zacpy jsou zplisobené zadnétem slezu a stiev. Tézké infekce mohou byt pro
zvite fatdlni. Zpravy o vyskytu u ¢lovéka jsou sporadické; pochazeji z franu, z Brazilie a
z Australie (Jira 1998).

Diagnostikovat napadeni zvifete vlasovkou lze podle ptiznakii anémie - bledé dasné,
oCi a kaze a opuchlé Celisti. K tomuto ucelu slouzi tzv. FAMACHA metoda, kterd vyuziva
porovnavani barvy spodniho o¢niho vicka zvirat s tabulkou se spektrem barev nemocnych
zvitat v roznych stadiich. Cim svétlej$i barva vicka, tim vétsi anemie a tim zavazngjsi
stupeit onemocnéni. Jednoznacnou diagnostikou je pak prukaz vajicek ve stolici zvitete,
jejich nasledna kultivace a presné urceni druhu helminta.

V dnesni dobé je mnoho populaci vlasovek rezistentni vici vSeobecné dostupnym
anthelmintikim. Nejvys$§i rezistence je pozorovdna u ivermektinu, albendazolu a
fenbendazolu, niz$i pak u levamizolu. Zatim nizka je rezistence k moxidektinu, proto by
mélo byt jeho pouziti raciondlni (www.attra.org). OSetieni zvirat ve stddé¢ by mélo byt
komplexni a mély by byt dodrzovany urcité zasady, jako napt. po ro¢nich intervalech sttidat
druh anthelmintika, dodrzovat ptedepsané terapeutické davky, oSetfit nové prichozi zvitata,

sttidat pastviny aj. (www.cals.ncsu.edu).
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2.2. Anthelmintika

Anthelmintika jsou lé¢iva pouzivana k terapii ¢i profylaxi helmint6z. Anthelmintika
riznymi mechanismy usmrcuji, inaktivuji nebo jen paralyzuji parazitdrni helminty
v hostitelském organismu. Pouzivaji se tedy k odcerveni (dehelmintizaci) zvitat a lidi.

Mezi anthelmintiky dnes ptevladaji 1é¢iva chemicka, synteticky pfipravena, ktera
pro své vyhodné vlastnosti (stdle stejna jakost, ekonomicky vyhodnéa vyroba, vhodna forma
pro uchovavani i pro aplikaci) prakticky zcela vytlacila rostlinné drogy a z nich izolované
ucinné latky.

Anthelmintika mtzeme tfidit podle rznych hledisek. Nejstarsi princip klasifikace
léCiv pisobicich na stfevni helminty je rozdéleni na vermicida (1éCiva helminty usmrcujici)
a vermifuga (lé¢iva vyvolavajici paralyzu a nasledujici vypuzeni helminta ze stfeva). Dalsi
klasifikace je podle taxonomickych skupin na antitrematodika, anticestodika a
antinematodika. Farmakologickd klasifikace déli anthelmintika dle mechanismu ptsobeni

(Jira 1998).

2.2.1. Makrocyklické laktony

Avermektiny a milbemyciny jsou fermentacnimi produkty plisni druhu Streptomyces
avermitilis a Streptomyces cyanogriseus. Jednd se o pfirozené nebo semisyntetické
makrocyklické laktony. Cilem jejich u¢inku jsou glutamatové chloridové kandly
v nervovych buiikach nematod a svalovych buiikach ¢lenovet, kde blokuji neurotransmisi.
Zpusobuji paralyzu nebo Uhyn paraziti a jejich néaslednou eliminaci z téla hostitele. Jsou
ucinné proti nematodiim a Siroké Skale ektoparaziti, ale nezasahuji trematoda a cestoda.
Lécivé latky patiici do skupiny makrocyklickych laktoni jsou ivermektin, moxidektin,

doramektin, epinomektin

2.2.2. Imidazolthiazoly

Imidazolthiazoly patfti mezi dlouhodobé uzivand anthelmintika s vyhradné
antinematodnimi ucinky. Zputsobuji zastavu syntetické aktivity mitochondridlnich enzymu,
které reguluji anaerobni metabolismus nematod. Uginek se projevi zablokovanim
neuromuskuldrni aktivity s naslednou svalovou kontrakci paraziti. Do téla parazith

penetruji pres kutikulu. Nemaji ovocidni €¢inky. Pouziva se levamizol a tetramizol.
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2.2.3. Salicylanilidy

Podstatou ucinku salicylanilidii proti tasemnicim je inhibice oxidativni fosforylace a
pusobeni na tvorbu ATP. Hlavnim mistem ucinku je hlavicka a proximalni segment.
Po odumieni parazita se hlavicka uvolni ze stifevni stény. Zastupci této skupiny anthelmintik

jsou niklosamid a halogenovany derivat rafoxanid.

2.2.4. Izothiokyanaty

Nitroskanat zasahuje do energetického metabolismu bunék in vitro dvojim
zpusobem. Jednak inhibici fosfatas (adenosintrifosfatasy ATP a frukt6zo-1,6-difosfatasy),

jednak zvySenim exkrece laktatu a acetatu. Je vysoce toxicky pro kocky.

2.2.5. Tetrahydropyrimidiny

Pyrantel je cholinergnim agonistou, ktery ptisobi jako excitacni neurotransmiter
na nikotinergnich receptorech v gangliich. Jeho vyslednym efektem je spasticka paralyza
vnimavych nematod, ktefi jsou vypuzeni peristaltikou stfeva v Zivém stavu z téla hostitele.
Plsobi proti nezralym a dospélym formam citlivych helmintti ve stfeve, nezasahuje vSak

migrujici stadia ve tkénich. Neptisobi vermicidné ani ovocidné.

2.2.6. Syntetické pyrazinové derivaty

Podstatou ucinku téchto latek na vnimavé zastupce tasemnic a motolic je
cholinesterasovy antagonismus, ktery paralyzuje ptfenos nervovych vzruchl. Zpisobuje
zvySeni permeability bunééné membrany urcitych monovalentnich a bivalentnich kationtd,
zvlasté kalcia. Dochazi tak ke svalovym kontrakcim a spastické paralyze svaloviny parazita.
Objevuje se vakuolizace tegumentu a jeho rozpad. Parazit je nasledujici aktivizaci
hostitelova obranného mechanizmu eliminovan. Uginnost je dosaZena u zralych i nezralych
stadii tasemnic a motolic. Zastupci této skupiny anthelmintik jsou praziquantel a

epsiprantel.

2.2.7. Jednoduché heterocyklické slouceniny

Anthelminticky u¢inek piperazinu a jeho derivati spociva v blokadé puasobeni
acetylcholinu v myoneuralnich spojich parazitti. Imobilizované hlistice nejsou schopny se
udrzet v téle hostitele a jsou zivé vypuzovany peristaltikou stfeva. Piperazin je absorbovan

z proximalni ¢asti gastrointestindlniho traktu (Vernerova a Svobodova 2002).
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2.2.8. Benzimidazoly

Céast benzimidazolti patii k anthelmintikim s vibec nej§ir§im spektrem uéinku.
Jsou to latky odvozené od jedné chemické struktury — benzimidazolu. Benzimidazoly maji
tti zékladni mechanismy uc¢inku. Prvnim je inhibice fumaratreduktasy helmintli, ¢imz je
ovlivnéna jejich energetickd produkce. Druhym je inhibice transportu glukézy s naslednou
redukci glykogenovych rezerv parazitujicich cervii. Tietim mechanismem jejich ptisobeni
je vazba 1é¢iva na B-tubulin, protein nutny k tvorbé mikrotubuli. Mezi tubulinem savcii a
helmintl existuji strukturalni rozdily, proto nedochazi k toxickému plsobeni na hostitele.
Vysledkem je neschopnost absorpce zivin, rozvrat energetického metabolismu, vycerpani
zasob energie, imobilizace a nasledna smrt citlivych parazit (Jira 1998).

Benzimidazoly jsou indikovany u helmint6z skotu, ovci, koz, prasat, lovné zvéte,
bazanti, psi, kocek, koni, dribeze a holubli. V terapii ¢i profylaxi endoparazitickych
nakaz u zvifat se pouzivaji konkrétné tiabendazol, mebendazol, fenbendazol, albendazol,
kambendazol, triklabendazol, oxfendazol, oxibendazol, flubendazol, luxabendazol,
parbendazol, ciklobendazol. Léciva netobimin, febantel a thiofanat jsou proléciva
(probenzimidazoly), v cilovém organismu jsou konvertovany na anthelminticky u¢inné
metabolity. VétSina benzimidazoll je ucinnd vici larvalnim stadiim a dospélctim nematod,
fenbendazol, oxfendazol a oxibendazol jsou také ovocidni (Lamka a Duchacek 2006).

Jako zastupce bezimidazolovych anthelmintik byl pro tuto praci vybran

flubendazol.

2.2.8.1. Flubendazol
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Obr. 2: Strukturni vzorec flubendazolu

Flubendazol je methyl-[5-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl]lkarbamat se
sumarnim vzorcem Ci;cH;, FN3O3 a molekularni hmotnosti M; =313,29 g/mol. Je prakticky
nerozpustny ve vodé, v lihu 96% a v dichlormethanu (Cesky lékopis 2005).

Patfi mezi benzimidazolovd anthelmintika se Sirokym spektrem  ucinku
proti hlisticim a tasemnicim. Plisobi proti dospélym i vyvojovym stadiim helminti (Lamka
a Duchacek 2006).
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K prevenci a 1écbé helmintéz je flubendazol vyuzitelny v humanni i veterinarni
medicing; predevsim se pouziva u prasat, dribeze a bazantl. Po perordlnim podani ma
nizkou biologickou dostupnost, protoze jeho absorpci z GIT limituje nizka rozpustnost ve
vodé. Vétsina podané davky léCiva se ztéla vylou¢i vnezménéném stavu stolici.
Absorbovany flubendazol je rychle biotransformovan. V krvi, v tkanich a v ostatnich télnich
tekutinach prevazuji metabolity nad parentni latkou.

Hlavnimi cestami metabolismu flubendazolu jsou redukce ketoskupiny na methyl-
[5-[(fluorofenyl)hydroxymethyl]-1H-benzimidazol-2-yl]karbamat nebo hydrolyza
karbamatu na (2-amino- 1 H-benzimidazol-5-yl)(4-fluorofenyl)methanon. Redukce
ketoskupiny je hlavni metabolickou cestou u driibeze, hydrolyza karbamatu dominuje
u prasat. Oba metabolity (redukovany i hydrolyzovany flubendazol) jsou pozdéji
konvertovany na 2-amino-a-(4-fluorofenyl)-1 H-benzimidazol-5-yl-methanol

(www.emea.eu).
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2.3. Ovce domaci

Ovce doméaci (plemeno merinolandschaf) byla vybrana pro tuto préci jako pokusné

zvite. Pfedevsim diky snadné manipulovatelnosti a relativné nizké cené.

Obr. 3: Ovce domaci, Ovis aries

Ovce patfi k nejstarSim domestikovanym ptrezvykavceim. Taxonomicky se fadi
do kmene obratlovct (Vertebrata), tiidy savet (Mammalia), tadu kopytnikt (Ungulata),
podiadu sudokopytniki (Artiodactyla), prezvykavel (Ruminata), celedi turovitych
(Bovidae) a podceledi Caprina (Naucny slovnik zemédelsky 1972).

Ovce domaci, Ovis aries je oznaceni forem ovci, které vznikly domestikaci muflona
(Ovis musimon), ovce kruhorohé (Ovis orientalis) a argaliho (Ovis ammon) asi 7000 let
pf.n.l. V soucasnosti se chova asi 600 plemen, ktera se lze tridit podle mnoha kritérii, napf-.:
1) podle utvéafeni ocasu na plemena dlouhoocasd (ovce bergamskd, padudnskd, merino,
cigjskd), tlustoocasd (ovce karakulskd), tlustozadka (awassi) a kratkoocasd (nordicka,
viesova, finskd, romanovskd) 2) podle typu viny na plemena jemnovinna, polojemnovinna,
polohrubovinna, hrubovinnd a srstnatd 3) podle uzitkového typu na plemena vlnarska
(merino), masnd (suffolk), dojnd (ovce vychodofriskd), kozeSinova (ovce karakulska,
persian), kozichova (ovce romanovskd) a kombinovana (zuslechténa valaska a Sumavka).
Zakladni metodou Slechténi ovci je Cistokrevnad plemenitba (Encyklopedie v osmi svazcich
1999).

Podle jednotlivych plemen se ovce lisi télesnou konstituci, vyskou, vdhou nebo tieba
barvou viny. Barva ovci je od Cisté bilych az po tmaveé hnédé¢, nékteré mohou byt i strakaté.
Samice véazi od 45 do 100 kg, samci od 45 do 160 kg. Na plemeni je také zavisly vyskyt
roht, bud’ maji rohy ob¢ pohlavi, ani jedno pohlavi nebo jen samci. Primérné se ovce
dozivaji deseti az dvanacti let.

Dospéla ovee méd 32 zubl se zubnim vzorcem: 1:0/4 C:0/0 P:3/3 M:3/3. Ovce maji
dobry sluch a perfektni periferni vidéni. Diky zornym uhlim 270° az 320° mohou vidét za

sebe, aniz by otoc¢ily hlavu. Na druhou stranu maji ovce Spatné prostorové vidéni. Lehce se
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tudiz zaleknou stini a prohlubni v zemi. Ovce maji vynikajici Cich. V kycelni oblasti,
v mélké jamce kosti slzné a mezi dvéma hlavnimi prsty na nohou maji umistény specialni
pachové zlazy, které dodéavaji ovcim jejich charakteristickou viini (http://www.issg.org).

Ovce maji zna¢né€ vyvinuty socidlni smysl, travi cely zivot v tésném spolecenstvi
s jinymi ptislusniky stada, které¢ individudlng rozliSuji. Socidlni izolace ma na n¢ zvlast
nepfiznivy vliv. Jemnovinnad plemena, napf. merino, vytvareji tésnéjsi spoleCenstvi, nez
horska plemena ze severni Evropy, jako jsou na ptiklad skotské ¢ernohubky.

Ovce jsou vyluéné bylozravei. Maji slozeny zaludek, ktery jim dovoluje zpracovat
celulozu ztravin a listi na jednodussi sacharidy. Potrava se nejprve hromadi
v ptedzaludcich — bachoru, cepci a knize. Zde dochdzi ke kvaSeni krmiva pomoci
symbiotickych bakterii, prvoki a kvasinek. Takto upravena potrava je regurgitovana po
jednotlivych soustech zpét do ust, kde dochazi k jejimu dal§imu rozméliiovani. Béhem
kvaSeni v bachoru dochdzi k tvorbé plynd, pfi dietni chybé a nadmérné tvorbé plyni mutize
ovce az uhynout. Chemické traveni a prvni vstiebavani zZivin probiha ve vlastnim zaludku
zvaném sléz (http://en.wikipedia.org).

Reprodukéni cyklus ovei je charakteristicky dobou anestru, kdy je pohlavni aktivita
snizena. V naSich klimatickych podminkach se pohlavni aktivita zvySuje se zkracujicim se
dnem. Plodné obdobi ovci je tedy na podzim a na jafe. Rije trva 1 az 2 dny a opakuje se
v 17ti dennich cyklech. Bfezost bahnic trvad v priméru 150 dnd a jehnata se rodi na jafe.
Ovce ma vétSinou jedno, méné Casto dvé mlad’ata. Jehnata jsou schopna postavit se na nohy
béhem nékolika malo minut po narozeni. Sexudlni dospélosti dosahuji samice i samci
béhem jednoho roku (www.zootechnika.estranky.cz).

Ovce doméaci mize trpét mnoha chorobami. Mezi metabolické onemocnéni patii
pastevni tetanie, ketdza bahnic, nutricni svalova dystrofie a mlééna horecka. Z infekcnich
nemoci se u ovei vyskytuji ovéi neStovice, pfimet pyskova, nakazliva hniloba paznehti a
enterotoxemie. Z parazitarnich onemocnéni lze jmenovat stteckovitost, svrab, kloSovitost,
motoli¢natost, plicni Cervivost, slézovou a stfevni Cervivost. Posledni jmenovanou Cervivost
vyvolavaji obli Cervi z ¢eledi Trichostronglidea (napt. Haemonchus contortus) a nejvice

vnimava jsou jehnata od 6 do 9 mésicti (www.crnet.cz/kollar).

Plemeno merinolandschaf

Plemeno merinolandschaf bylo vyslechténo v Némecku kfizenim mistnich
jemnovinnych ovei s plemenem zaupel. Plemenem bylo merinolandschaf uznano

v polovin¢ dvacatého stoleti. V minulosti se podilelo na vzniku mnoha plemen.
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Plemeno je rané, ovce jsou velkého télesného ramce s kombinovanou uzitkovosti,
chodivé, vinu maji bilou. Hlava je stfedn¢ dlouha a ne pfili§ Sirokd. Usi dlouhé, Siroké a
mirné svislé. Na ¢ele maji typickou vinénou SeSulku. Hrudnik hluboky a ptfiméfené Siroky.
Hibet je dlouhy, stfedné Siroky, ptrechdzi v mirné¢ srazenou zad. Koncetiny jsou ve
srovnani s merinem delsi, klouby pevné, paznehty stiedné tvrdé. Ob¢ pohlavi jsou bezroha.
Ziva hmotnost bahnic 65-75 kg, beranti 90-120 kg. Ovce jsou schopny ujit pii pastvé
stovky kilometrti a snasi celoro¢ni pobyt venku v ptirod¢.

Zvlastnosti je asezoénnost fije (témef celorocni plodné obdobi). Jehnice lze pfi
dobrém odchovu zapoustét jiz v deseti mésicich véku. Bahnice se vyznacuji velmi dobrymi
matetskymi vlastnostmi a mlé¢nou uzitkovosti.

Plemeno je vhodné k chovu v nizinnych a podhorskych oblastech. V CR je chovano

od druhé poloviny osmdesatych let dvacatého stoleti (www.merinolandschaf.schok.cz).
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2.4. Biotransformac¢ni enzymy

2.4.1. Charakteristika biotransformacnich enzymu

Enzymy jsou jednoduché ¢i slozené bilkoviny, které katalyzuji chemické premény
v zivych organismech. Urcuji povahu i rychlost chemickych reakci. Aktivita enzymu
spociva v podstatném snizeni aktivacni energie katalyzovanych reakci a je zejména zavisla
na koncentraci substratu, teploté, pH, aktivatorech a inhibitorech (Necas a kol. 2000).

Enzymy katalyzuji pfeménu jak latek télu vlastnich-eobiotik, tak latek télu cizich—
xenobiotik. Xenobiotika jsou latky riznych chemickych struktur, zpravidla lipofilniho
charakteru.  Biotransformani enzymy xenobiotik maji v porovndni s enzymy
biotransformujicimi endogenni latky nizkou substratovou specifitu, preferuji lipofilni
substraty a jsou snadnéji indukovatelné.

Vysledkem biotransformace xenobiotik je jejich deaktivace, aktivace, zména Gc¢inku
nebo toxikace. Pfi deaktivaci se z lipofilni latky stava hydrofilngjsi, Iépe vylucitelny
metabolit. Aktivaci lze vyuzit pii podavani 1é¢iv ve formé prodrug. Toxikace xenobiotika

vede ke vzniku pro organismus nebezpecnych latek, napt. karcinogeni (Kvasnickova 1995).

2.4.2. Biotransformaéni reakce

Xenobiotika liSici se polaritou maji v organismu odliSnou cestu biotransformace.
Pokud je xenobiotikum dostatecné polarni, je z organismu eliminovano beze zmény.
Xenobiotika s vyssi lipofilitou jsou pomoci enzyml pieménéna na hydrofilni produkty a
teprve ty jsou eliminovany z organismu.

Schematicky znazornény prubéh biotransformace je uveden na nasledujicim
obrazku (Obr. 4).

1. f4 2. faze _ 3. faze
XH —— X-0H —> X-O- konjugat — > transport

Obr. 4: Schéma biotransformace xenobiotik

V prvni fazi biotransformace je xenobiotikum pifeménéno piislusnymi enzymy na
hydrofiln€j$i metabolit zavedenim nebo odkrytim poladrni funkéni skupiny. Na tento
substituent se v dalSich fiazich mohou navazat endogenni substraty. V této fazi probihaji
predevsim reakce oxidacni, redukéni a hydrolytické.

Ve druhé fazi biotransformace reaguje xenobiotikum nebo jeho metabolit z prvni

faze prostfednictvim konjugacnich enzymi s endogennimi slouceninami (napf. kyselina
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glukuronovd, glutathion, aminokyseliny). Jednd se o syntetické reakce. Vznika konjugat,
ktery je ionizovan, neni resorbovan a je snadno vyloucen z organismu. Energie potiebna pro
prabéh konjugacnich reakci je doddna bud’ aktivaci konjugac¢niho cinidla nebo aktivaci
substratu. V této fazi probiha glukuronidace, sulfatace, N-, O-, S-methylace, acetylace,
konjugace s glutathionem, aminokyselinami nebo cukry (Gibson a Skett 2001).

Treti fazi biotransformace xenobiotik pfedstavuje jejich transport pfes
cytoplasmatickou membranu pomoci riznych pifenasecti (Keppler 2005). Transport
predstavuje jak import xenobiotika do buiky, tak jeho export z bunky ven. Této faze se

ucastni napf. pfenasece organickych kationtd a aniontti, ABC transportéry a P-glykoprotein.

2.4.3. Faktory ovliviiujici aktivitu biotransformacnich enzymi

Aktivita biotransformacnich enzymu je ovlivnéna celou fadou faktord. Patii mezi né
faktory interindividudlni, konstantni béhem zivota jedince - Zzivoc¢iSny druh, pohlavi a
genetickd vybava. A faktory intraindividualni, ménici se béhem zivota jedince — vk, stres,

vyziva, onemocnéni, t€hotenstvi, indukce a inhibice.

Mezidruhové rozdily

Mezidruhové rozdily se projevuji jako rozdily v rychlosti metabolismu,
v produkovanych metabolitech a v poméru produkovanych metabolitd. Napt. u potkani je
velmi nizkd N-hydroxylace, u kocek, Ivli a rysa Gplné chybi glukuronidace, u vepiti a vacic
zase chybi sulfatova konjugace. Clovék hydrolyzuje kumarin v poloze 7, krélik v poloze 3 a
dale ho oxidacné stépi (KvasniCkova 1995).

Ptikladem mezidruhovych rozdili muize byt i rozdilné plsobeni induktori a
inhibitort enzymt. Napf. rifampicin je vyznamnym induktorem CYP 3A u cloveéka a
kralika, ale ne u potkana a mysi (Parkinson 1996).

Pohlavi

Zavislost aktivity biotransformacnich enzymi na pohlavi je spojena s velkou
mezidruhovou variabilitou. Napt. u potkana byly popsany isoformy CYP specifické pro
samce a jiné pro samice (Parkinson 1996), zatimco u jinych druhii se tyto isoformy
vyskytuji ve stejné mife u obou pohlavi. Exprese geni pohlavné specifickych isoforem
jsou zavislé na pritomnosti androgenti v krvi a hormonech, které jejich hladinu reguluji

(Kvasnickova 1995).
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Genetické rozdily

Genetické rozdily jednotlived jsou podstatou individudlni citlivosti k ucinku
xenobiotik. Jako ptiklad mize poslouzit N-acetyltransferasa. V populaci je mozné nalézt
jeji dva fenotypy- pomalé a rychlé acetylatory. U pomalych acetylatort dochéazi diky
pomalejsi metabolizaci xenobiotik k prodlouzeni jejich ucinku a zvySeni toxicity. Pfi
expozici ur€itymi kancerogeny tak pfinasi vyssi riziko vzniku karcinomu napt. mocového
méchyfe a byla také prokazana zvySend vnimavost pomalych acetylatorti na kancerogeny
v cigaretovém koufi. U fenotypu rychlého acetylatora se zvysuje riziko kolorektalniho
karcinomu. Dal§im polymorfnim enzymem je CYP 2D6. V populaci se nachazi dokonce 4
rizné skupiny metabolizatorti: pomali, stfedni, rychli a velmi rychli. Aktivita se mize liSit

u riznych jedinct az 1 000 krat (Masopust 2003).

Vék

Aktivita biotransformacénich enzymi je u novorozencll vyrazné nizs$i nez u dosp¢lé
populace a ke stafi opét pozvolné klesa. Muze to byt z¢asti zpisobeno redukovanym
krevnim pratokem jatry. Naptiklad se s v€kem snizuje aktivita enzymi prvni faze a klesa
celkové mnozstvi cytochromu P450, coz je déno postupnym ubytkem hladkého

endoplasmatického retikula v buiikéch.

Potrava

Vliv zékladnich zivin v dieté je nejednoznacny. Dlouhodobd dieta s nizkym
obsahem tukli, proteini, nadbytkem sacharidii nebo nedostatek néckterych vitamint
zpuisobuje pokles aktivity biotransformacnich enzymt. Kratkodobé hladovéni neovliviiuje
aktivitu vétSiny enzymi, dlouhodobéjsi méni aktivitu mikrosomalnich monooxygenas a
enzyml glukuronové konjugace. Akutni podani alkoholu pusobi jako inhibitor fady

enzymitl, pii chronickém zneuzivani pisobi u téchto enzymt jako induktor.

Indukce

Enzymova indukce ma vyznamnou ulohu ve vyvoji a diferenciaci bun€k, v regulaci
klicovych metabolickych déjti, zasahuje do mechanismu ucinku fady hormoni a je i
adaptivni odpovédi organismu na nékterd xenobiotika, kterou se brani pied jejich kumulaci
a toxicitou. V uzsim slova smyslu znamend indukce zvySeni syntézy nebo stabilizaci
mRNA, po které nasleduje syntéza specifického enzymu za urcitou dobu po podani

induktoru. Pro vétSinu enzymu je induktorem jejich substrat. Tim substrat urychluje svou
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vlastni biotransformaci a zaroven 1 biotransformaci dalSich xenobiotik, kterd jsou

substratem tychz enzymi (Kvasnickova 1995).

Inhibice

Enzymova inhibice miize probihat riznymi mechanismy. Kompetitivni inhibice
mezi dvéma xenobiotiky biotransformovanymi stejnym enzymem trva jen kratkou dobu,
po eliminaci inhibitoru se obnovi funkce enzymu. Pii tvorbé komplexd enzym-
intermediarni metabolit dochazi k obnoveni katalytické aktivity po disociaci komplexu.
Autokatalyticka inaktivace je ireverzibilnim druhem inhibice a k obnoveni katalytické
aktivity dochazi az po nasyntetizovani enzymu de novo.

Inhibice enzymu jednou latkou miiZze narusit biotransformaci druhé latky a mize
tak vést ke zvySeni farmakologické nebo toxické odpovédi organismu na druhou latku

(Parkinson 1996).
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2.5. Prehled sledovanych biotransformaé¢nich enzymii

2.5.1. Oxida¢ni enzymy

Oxidacni reakce se pii metabolismu xenobiotik fadi k prvni fazi biotransformace.
Jsou to hydroxylace, N- a S-oxidace, oxidacni dealkylace, deaminace, dehalogenace,
oxidace dvojné vazby, aj. Nejvetsi roli hraji pfi oxidacnich reakcich mikrosomalni
monooxygenasy. Jsou to membranové enzymy lokalizované na hladkém endoplasmatickém
retikulu bunék riiznych tkani, zvlasté jater, plic, ledvin, kize a placenty. Pro svoji aktivitu
potiebuji donor vodiku, kterym je redukovany NADPH a molekularni kyslik. Jeden atom
kysliku inkorporuji do molekuly substratu a druhy redukuji na vodu. Monooxygenasy

délime na flavinové monooxygenasy a cytochromy P450.

2.5.1.1. Cytochromy P450 (CYP)

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny pevné vazané na membranach
endoplasmatického retikula a mitochondrii zivo¢isSnych buné€k, u bakterii jsou v rozpustné
formé v cytosolu. Pro funkci cytochromu P450 je nutnd soucinnost NADPH-cytochrom
P450 reduktasy a fosfatidylcholin, ktery je soucasti membran a udrzuje enzymy v nativni
konformaci.

Zjednoduseny mechanismus katalyzy cytochromem P450 je nésledujici. Substrat
(RH) se vaze s oxidovanou formou cytochromu na komplex RH-P450(Fe’"). Tento
komplex je redukovan na RH-P450(Fe’"), ktery po navazani kysliku a daliim sledem
reakci poskytuje oxidovany produkt ROH a pfitom se cytochrom P450 regeneruje.

Cytochromy maji aktivitu monooxygenasovou (nejvyznamnéjsi),
oxytransferasovou a reduktasovou vici kysliku i vii¢i xenobiotikiim.

Cytochromy P450 zprosttedkovavaji oxidac¢ni reakce xenobiotik i endogennich
sloucenin (steroidni hormony, zlu¢ové kyseliny, mastné kyseliny, prostaglandiny,
leukotrieny, biogenni aminy, retinoidy aj.). Jedna latka mize byt substratem pro nékolik
isoforem enzymu a naopak jedna isoforma mtize mit vice substratii rizné struktury.

V nazvu cytochrom P450 znamena P-pigment a 450-absorpéni maximum pii
diferenéni spektrometrii, které vykazuje cytochrom po redukci a vazbé s CO.
Pro cytochromy se uziva klasifikace vychdzejici z podobnosti sekvenci aminokyselin

v molekule bilkoviny. Jsou fazeny do rodin a podrodin, vramci nichz jsou rozliSeny
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jednotlivé isoformy. Clenové jedné rodiny by méli mit vice nez 40 % aminokyselinové
totoznosti s ostatnimi rodinami, v dané rodiné¢ jsou podrodiny definovany vice nez 60%
totoznosti aminokyselinové sekvence. Pro oznaceni cytochromu P450 jako enzymu se
pouziva zkratka CYP, pro oznaceni genu kodujiciho enzym zkratka CYP psand kurzivou.
(Lewis 2001). Za zkratkou CYP nasleduje arabska Cislice oznacujici rodinu, velké pismeno

oznacujici podrodinu a arabska ¢islice oznacujici konkrétni isoformu.

CYP 1A

Savci maji dvé indukovatelné isoformy: CYP 1Al a CYP 1A2. Jejich vyskyt je
rozdilny mezidruhové i mezi jednotlivymi organy v ramci téhoz druhu, lisi se i aktivitou.
CYP 1A2 je ulidi obsazen pouze v jatrech a je vysoce aktivni. CYP 1Al se vyskytuje
v plicich, stfevni stén¢, kizi, lymfocytech a placenté (Parkinson 1996).

Enzymy se ucastni oxidativniho metabolismu tady IéCiv, naptiklad paracetamolu,
kofeinu, teofylinu a warfarinu. Inhibi¢ni uc¢inek na né maji fluorochinolonové antibiotika,
fluvoxamin a cimetidin a a-naftoflavon. Indukéni vliv maji polyhalogenované aromatické
uhlovodiky z cigaretového koute, kofein a omeprazol.

V této praci je aktivita CYP 1Al a CYP 1A2 sledovana pomoci dvou substrati:

7-ethoxyresorufinu a 7-methoxyresorufinu. Rovnice reakci jsou uvedeny na nasledujicich
obrazcich (Obr. 5 a Obr. 6).

C2H5
|
0 0 0 HO 0 0
= =
N N

Obr. 5: O-dealkylace 7-ethoxyresorufinu

g
O O O HO O O
T T orian T T+ e
= =
N N

Obr. 6: O-dealkylace 7-methoxyresorufinu

CYP 2B

Isoforma CYP 2B se nachazi v jatrech, gastrointestindlnim traktu a plicich.
Vyskytuje se zde ve form¢ jak konstitutivni, tak inducibilni. I kdyz je mnozstvi CYP 2B
v organismu malé, nelze tento enzym vyloudit z podilu na kancerogenezi. Ugastni se totiz

aktivace nckterych karcinogenii a hraje roli v metabolismu protinadorovych 1écCiv, jako
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jsou cyklofosfamid a ifosfamid. Jeho dalsi substraty jsou napt. aflatoxin, nikotin a 6-
aminochrysen. Indukovan mtize byt barbituraty a dexamethasonem (Stiborova 1999).
Jako relativné specifického substratu pro urceni aktivity CYP 2B bylo v této praci

pouzito pentoxyresorufinu.

CYP 209

Tento isoenzym je polymorfni, jeho mnozstvi, funkce a regulace se lisi
u jednotlivych zivoc¢isnych druhti. Enzym se tcastni oxidativniho metabolismu tady 1é€¢iv,
napt. glipizidu, losartanu, warfarinu a nesteroidnich antiflogistik. Je inhibovan
sulfafenazonem a flukonazolem a indukovan barbituraty a rifampicinem.

Vopraci bylo pro uréeni aktivity CYP2C9 pouzito  7-methoxy-4-

trifluormethylkumarinu. Rovnici reakce znazornuje nasledujici obrazek (Obr. 7).

H,C—O0 0.__0 HO 0._0
CYP 2C9 + HCHO
/ /
CF; CF,

Obr. 7: O-dealkylace 7-methoxy-4-trifluoromethylkumarinu

CYP 2E1

Cytochrom P4502E1 se vyznamné uplatiiuje v metabolismu toxikologicky
dilezitych latek s malou molekulovou hmotnosti. Je zodpovédny za tvorbu reaktivnich
metaboliti z mnoha latek (benzen, styren, vinylchlorid, akrylonitril, vinylkarbamat,
ethylkarbamat, trichlorethylen, chloroform). Je konstitutivnim enzymem jaterni tkané,
avSak je také indukovatelny tadou latek, které jsou vétSinou i jeho substraty.
Nejznaméjsimi induktory jsou ethanol a aceton, fyziologicky diilezitd je indukce vyvolana
hladovénim (endogenni tvorba acetonu). Inhibici zptisobuji diallylsulfidy.

Aktivita CYP2E1 byla sledovana diky preméné chlorzoxazonu na

hydroxychlorzoxazon. Reakce je zndzornéna na nasledujicim obrazku (Obr. 8).

o HO o
>—0H CYP 2E 1 >7OH
/ ¢

cl N cl

Y

Obr. 8: Hydroxylace chlorzoxazonu na 6-hydroxychlorzoxazon
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CYP 3A

CYP 3A4 je co do obsahu v tkanich, i co do mnozstvi substratii, které preménuje,
rozhodné nejvyznamngjsi isoformou cytochromu P450. Je pfitomen nejen v jatrech, ale i
v ledvinach, GITu, plicich, déloze a placenté. Substraty tohoto isoenzymu jsou nékteré
ptirodni produkty (aflatoxiny), polycyklické aromatické uhlovodiky, aromatické aminy a
z endogennich latek pak steroidni slouceniny (17-alfa-estradiol, testosteron, progesteron,
kortisol). Je indukovéan barbituraty, rifampicinem a dexamethasonem. Inhibovan je pak
ketokonazolem, kortikosteroidy a grapefruitovou $tavou (Stiborova a kol. 1999).

Naésledujici obrazek (Obr. 9) zobrazuje reakci benzyloxyresorufinu katalyzovanou

CYP 3A.

CHO
O O O HO O O
= =
N N

Obr. 9: O-dealkylace benzyloxyresorufinu

2.5.1.2. Flavinové monooxygenasy (FMQ)

Flavinmonooxygenasy pfedstavuji dalsi vyznamné enzymy prvni faze
biotransformace. Koenzymem flavinovych monooxygenas je flavinadenindinukleotid
(FAD). Donor elektroni NADPH redukuje FAD na FADH,, ktery reaguje s molekularnim
kyslikem za vzniku nejdilezitéjSiho meziproduktu 4a-hydroperoxidu flavinu (FAD-OOH).
Ten pak reaguje se substratem za vzniku oxygenovaného produktu S-OH. 4a-hydroperoxid
flavinu se tak meéni na 4a-hydroxid flavinu (FAD-OH), ktery se déle regeneruje na FAD.
Jedinecnost katalyzy flavinovych monooxygenas tkvi v tom, ze k aktivaci kysliku dochazi
bez ucasti substratu a substrat prijima kyslik v jediném kroku. Ostatni kroky znamenaji
regeneraci vSech reak¢nich meziproduktl, kterych se substrat neucastni (Kvasni¢kova
1995). Stejné¢ jako cytochromy jsou FMO lokalizovany na  membranach
endoplasmatického retikula bunék. Spolecnou s cytochromy maji i existenci mnoha
isoforem. Na rozdil od cytochromi jsou ale FMO mén¢ indukovatelné.

Substraty FMO jsou slouceniny rtzné struktury, fyzikalné-chemickych vlastnosti i

biologickych ucinkt. Jejich spole¢nym znakem je nukleofilni centrum v molekule, které je

29



Casto tvofeno heteroatomem. Tento ptredpoklad spliluji aminy, thioly, sulfidy, thioamidy,
fosfiny.

FMO jsou termolabilni a zvySena teplota tedy ptsobi inhibici enzymu. Jsou vsak
odolné¢ vu¢i neionickému detergentu, ktery zplisobuje inhibici CYP. Také se Iisi
pH-optimum téchto systémi, pro FMO je to 8 az 10, pro vétSinu CYP 7 az 8 (Parkinson
1996).

Na nésledujicim obrazku (Obr. 10) je zachycena biotransformace thiobenzamidu

'~©ﬁ
o l

S

pouzitého v této praci pro stanoveni aktivity FMO.
S S+

NH,

E—

|

Obr. 10: Biotransformace thiobenzamidu

2.5.2. Redukéni enzymy

Redukéni premény xenobiotik zahrnuji redukce karbonylovych skupin, dvojnych
vazeb, N-oxidl, sulfoxidii, redukce aromatickych niro- a azo-sloucenin, redukcni
dehalogenace, redukce hydroxdmovych kyselin aj. I kdyz je vycet redukcnich reakci
obsahly, reduk¢ni reakce jsou organismem vyuzivany podstatné méné nez reakce oxidacni
nebo konjugacni.

Reduk¢ni enzymy jsou obsazeny v membranach endoplasmatického retikula buiky
(nerozpustné formy), v cytosolu (rozpustné formy) a ve znacné mite v bakteriich stfevni
mikroflory. Jako koenzymy vyzaduji NADPH a NADH.

U substratii pouzitych v této praci dochazi piisobenim redukénich enzymti predevsim
k redukci karbonylové skupiny. Karbonylreduktasy se tadi do tfi nadrodin:

Aldoketoreduktasy (AKR)
Dehydrogenasy/reduktasy se stiedné¢ dlouhym fetézcem (MDR)
Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)
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2.5.2.1. Aldoketoreduktasy (AKR)

Nadrodinu aldoketoreduktas tvoii vice nez 120 proteinli rozdélenych podle
procentudlni aminokyselinové identity v soucasnosti do 15 rodin, AKR1 — AKR 15.
Rodiny jsou dale ¢lenény na podrodiny. Nejvétsi rodinou je AKR1 a predevsim k této
rodiné patii savéi aldoketoreduktasy. Podle substratové specifity je rozdélena
na aldehydreduktasy (AKR 1A), aldosoreduktasy (AKR 1B), dihydrodiol/hydroxysteroid
dehydrogenasy (AKR 1C) a steroidreduktasy (AKR 1D).

Struktura aldoketoreduktas se vyznacuje charakteristickym uspofadanim a-helixti
a B-skladanych listti do tzv. (o/B)8-soudki.

AKR se vyznacuji Sirokou substratovou specifitou, kterd ztézuje ptesné
pojmenovani téchto proteinti. Enzymy nalezejici do nadrodiny AKR maji nékolik nazvi

v zévislosti na substratové specifité¢ a pouzité nomenklature.

AKR 1A - aldehydreduktasy

Clenové rodiny AKR 1A Kkatalyzuji NADP(H)-dependentni redukce §irokého
spektra aldehydii na prislusné alkoholy. K jejich fyziologickym tilohdm patii metabolismus
aldehydickych  neurotransmiteri.  produkovanych  monoaminooxidasou, detoxikace
reaktivnich aldehydickych intermediatii a osmoregulace (Allan a Lohnes 2000).

Aldehydreduktasa AKR 1Al je vSeobecné rozsifeny enzym. Jedna se
o konstitutivné exprimovany a v nejvétSich mnozstvich zastoupeny enzym z nadrodiny

AKR. Fyziologicky je sou¢asti metabolické cesty syntézy cholesterolu a triglycerida.

AKR 1C - dihydrodioldehydrogenasy

Clenové podrodiny AKR 1C maji $irokou substratovou specifitu. Metabolizuji
pfednostné¢  endogenni  substraty jako  hydroxysteroidy, zlucové kyseliny a
hydroxyprostaglandiny. Casto pisobi jako dvousmérné katalyzatory a vzajemné preméiuji
karbonyly a sekundarni alkoholy za vyuziti kofaktor NAD(P)H nebo NAD(P)". Produkci
alkoholi z ftady aldehydi a ketonii zvySuji dostupnost biotransformovanych latek
konjuga¢nim reakcim. Metabolizuji i exogenni substraty- aromatické aldehydy, ketony a
chinony, z xenobiotik pouzitych v této praci napf. ketoprofen, naloxon, daunorubicin,

metyrapon, oracin.
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2.5.2.2. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkvm retézcem (SDR)

Do nadrodiny SDR se fadi vice nez 3 000 enzymt. V mnohém se lisi, ale maji
spole¢ny tzv. Rossmanntiv zahyb v aktivnim misté. Je to centralni B-list slozeny z vysoce

konzervativni tetrady aminokyselin: Asn, Ser, Tyr, Lys.

Karbonylreduktasa (CR)

Karbonylreduktasa (prostaglandin-9-ketoreduktasa) je NADPH dependetni
oxidoreduk¢ni enzym lokalizovany v cytosolu bunky. Katalyzuje redukce velkého
mnozstvi karbonylovych sloucenin na ptislusné alkoholy. Je zapojena do detoxikace
chinonti, metabolismu prostaglandind, neuroprotekce a metabolismu anthracyklint. Jejimi
substraty jsou aromatické aldehydy, ketony, daunorubicin, prostaglandin E a F aj.
Inhibovana muize byt progesteronem, indometacinem, furosemidem, kumarinem,

barbitalem (www.brenda-enzymes.org).

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa (11p-HSD)

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa katalyzuje oxidaci hydroxylové skupiny nebo
redukci oxoskupiny na 11.pozici cyklopentanoperhydrofenanthrenového jadra. Ma
klicovou roli v tkanové specifické modulaci UCinki steroidnich hormonid. Byly
identifikovany dvé isoformy s rozdilnou funkci, afinitou k substratu a kofaktorovou
specifitou.

11B-HSD1  jako kofaktor vyuzivai NADP'/NADPH a je lokalizovana
v mikrosomalni frakci. 11B-HSD1 ma ptfevazujici expresi v jatrech, mozku, plicich a
tukové tkani. Invivo uni prevazuje aktivace volné kolujictho kortizonu resp. 11-
dehydrokortikosteronu na aktivni kortizol resp.kortikosteron. Tato regulace muze
zpusobovat lokalni zvySeni glukokortikoidli v riznych tkanich a regulovat tak
metabolismus v téchto tkanich.

11B-HSD2 je NAD'/NADH dependentni, vykazuje témé&f 100 x vy3si afinitu
k substratu nez 11B-HSD1 a ma pouze dehydrogenasovou aktivitu. Je exprimovana
v mineralokortikoidnich cilovych tkénich: v ledviné, kolonu, ileu a placenté. Rychlou
inaktivaci kortizolu resp. kortikosteronu na kortizon resp. 11-dehydrokortikosteron ptisobi
jako protekce mineralokortikoidnich receptort pred jeho vazbou. Poruseni této funkce ma
za nasledek tzv.falesny mineralokortikoidni syndrom, ktery se projevuje nadbytkem
mineralokortikoidnich u¢inkt (hypertenze, hypernatremie a hypokalemie). Zatim jesté neni

presn¢ znama lokalizace 11B3-HSD2 na bunécné tirovni.
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Mezi inhibitory 11B-HSD patii n¢které steroidy s methylovymi substituenty na C21
a C2a pozicich, androgeny, zluCové kyseliny, flavonoidy vyskytujici se v grapefruitu a

kyselina glycyrrhetinova (www.natur.cuni.cz).

2.5.2.3. Substraty redukénich enzymu pouzitych v této praci

4-pyridinkarboxaldehyd

Jednd se o kapalnou latku o molekulové hmotnosti 107 g/mol. Je dobfe misitelny
s vodou. Patii mezi potencialné toxické aromatické uhlovodiky.

V cytosolické frakci jater je 4-pyridinkarboxaldehyd redukovan aldehydreduktasou
AKR 1A1, v mikrosomalni frakci pak 3a-HSD. V dal$ich metabolickych pfeménach mohou
hrat roli i AKR 1C1, AKR 1C2, AKR 1C4 (Palackal a kol. 2001).

(0) H HO H
X X
= =
N N
Obr. 11: Redukce 4-pyridinkarboxaldehydu na 4-pyridylkarbinol

Acenaftenol

Molekularni hmotnost acenaftenolu je 170,207 g/mol, je Spatn€ rozpustny ve vod¢ a
dobte rozpustny v dimethylsulfoxidu (DMSO).

Acenaftenol se ptsobenim cytosolickych aldoketoreduktas 1KR 1C1, AKR 1C2,
AKR 1C3, AKR 1C4 oxiduje na acenaftenon. Souc¢asné se NADP" redukuje na NADPH.

OH O

Q = OO
NADPt NADPH+H*

Obr. 12: Oxidace acenaftenolu na acenaftenon
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Daunorubicin

Daunorubicin je pevnd latka oranzovo-Cervené barvy o molekulové hmotnosti
564 g/mol. Je vyuzivan jako cytostatikum pii 1é¢bé akutni leukemie a u blastického zvratu
myeloidni leukémie.

Daunorubicin je redukovdn na daunorubicinol nekolika reduktasami. Nejvyssi
aktivitu pfipH 6,0 vykazuje AKR 1C2 a karbonyl reduktasa, piipH 8,0 mad nejvyssi
redukéni aktivitu aldehydreduktasa (Ohara a kol. 1995).

Obr. 13: Redukce daunorubicinu na daunorubicinol

DL-glyceraldehyd

Jednd se o pevnou latku o molekulové hmotnosti 90 g/mol, obtizn¢ rozpustnou
ve vod¢ a dobie rozpustnou v DMSO.
DL-glyceraldehyd je endogenni substrat redukovany v cytosolu vétSiny savcich

organti aldehydreduktasou AKR 1A1 na glycerol (Kawamura a kol.1999).

H 0 HO
NP
(|; AKR 1Al \CH2
HO CH HO CH
\C/ ~OH \C/ ~OH
H, H,

Obr. 14: Redukce DL-glyceraldehydu na glycerol

Ketoprofen

Tato pevna latka o molekulové hmotnosti 254 g/mol je ve vodé€ nerozpustna,
rozpustnda v DSMO. Terapeuticky se vyuzivdA jako nesteroidni antiflogistikum
pfi zanétlivych a degenerativnich revmatickych onemocnénich

Ketoprofen je vjatrech redukovan na dihydroketoprofen dihydrodiol-
dehydrogenasami AKR 1C1, AKR 1C2, AKR 1C4 (Ohara a kol. 1995).

34



O OH

OH OH
AKR 1C
O O

Obr. 15: Redukce ketoprofenu na dihydroketoprofen.

Metyrapon

Metyrapon je pevnd latka o molekularni hmotnosti 226 g/mol. Je rozpustny ve vode¢.
Z farmakologického hlediska je vyuzivan jako diagnostikum funkce pifedniho laloku
hypofyzy a jako doplitkova Iécba u stavli nadprodukce gluko- a mineralokortikoidi.

Metyrapon je redukovan na alkoholicky metabolit metyrapol jak cytosolickymi, tak
mikrosomalnimi enzymy nalezejicimi do nadrodiny aldoketoreduktas (cytosolické
dihydrodioldehydrogenasy a karbonylreduktasy) a kratkotetézcovych
dehydrogenas/reduktas (mikrosomalni 11B-HSD1) (Maser a Oppermann 1997).

OH

¥

Obr. 16: Redukce metyraponu na metyrapol

Naloxon

Naloxon je ve vod¢ rozpustnd pevna latka o molekularni hmotnosti 364 g/mol.
Vyuziva se jako antidotum morfinovych narkotik a jako diagnostikum morfinové zavislosti.
Naloxon je  vjatrech  redukovan na  6a-naloxol a  6B-naloxol

dihydrodioldehydrogenasami AKR 1C1, AKR 1C2, AKR 1C4 (Ohara a kol. 1995).

Obr. 17: Redukce naloxonu na 6a-naloxol a 6p-naloxol.
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Oracin

Oracin je pevnd latka oranzové barvy o molekulové hmotnosti 370,85 g/mol. Jedna
se o potencidlni cytostatikum pro oralni uziti.

V mikrosomech je oracin biotransformovan ptedev§im 11B-HSDI1. V cytosolu
dochazi k redukei oracinu karbonylreduktasou a aldoketoreduktasami AKR 1C1, AKR 1C2,
AKR 1C4 (Ws6l akol. 2005). Redukci oracinu pomoci téchto enzymi vznikd 11-
dihydrooracin.

(+)-DHO (-)-DHO

Obr. 18: Redukce oracinu na 11-dihydrooracin.

2.5.3. Konjuga¢ni enzymy

Konjugacni enzymy katalyzuji syntetické reakce ve druhé fazi biotransformace
xenobiotik a nazyvaji se transferasy. Pii konjugaci miize byt jeden substrat vyuzit n¢kolika
transferasami a vnikaji tak rizné konjugaty, které jsou nasledné vylouceny zlu¢i nebo
moc¢i. Substraitem pro konjugacni reakce je rovnéz tfada eobiotik, jako napt. steroidni
hormony, zlu¢ové kyseliny a bilirubin. Transferasy se vyskytuji ve vSech tkanich
organismu, nejvice vSak vjatrech. V bunce jsou Ilokalizovany jak v cytosolu, tak
na hladkém endoplasmatickém retikulu. Mezi reakce konjugacnich enzymt patii
glukuronidace, sulfatace, methylace, acetylace, peptidova konjugace, tvorba

merkaptopurinovych kyselin aj.
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2.5.3.1. Glutathion-S-tranferasy (GST)

Glutathion je fyziologicky vyznamny tripeptid (y-glutamylcysteinglycin, GSH),
ktery se kromé jinych funkci ucastni i metabolismu xenobiotik. Je silnym nukleofilnim
Cinidlem a s nékterymi latkami obsahujicimi elektrofilni atom (epoxidy nebo arenoxidy)
reaguje i bez enzymové katalyzy. V organismu jsou enzymy, které tuto reakci dokazi
urychlit: glutathion-S-transferasy. GST jsou ptitomny v jatrech, ledvinach, plicich, stfevé a
varlatech. Na bunécéné trovni jsou lokalizovany v cytosolu. Substraty GST jsou lipofilni a
obsahuji elektrofilni atom.

Narozdil od ostatnich konjugatli nejsou konjugaty s glutathionem konec¢nym
produktem biotransformace. Uginkem y-glutamyltranspeptidasy je konjugat s GSH dale
transformovan. Nejprve dojde k odStépeni glutamatu, v dalSim stupni glycinu. Zbyly
cystein-S-konjugat je acetyltransferasou acetylovan a vznika pfislusnd merkapturova
kyselina. Vhodnymi substraty pro tvorbu merkapturovych kyselin jsou halogenované
alkylslouceniny, nenasycené¢ alkeny, nenasycené alifatické, aromatické, alicyklické
slouceniny s ketoskupinou v postrannim fetézci, epoxidy aromatickych uhlovodiku,
aromatické nitrokyseliny, aminokyseliny (Kvasnickova 1995).

Na nésledujicim obrazku (Obr. 19) je zndzornéna konjugace glutathionu s 1-chlor-
2,4-dinitrobenzenem pouzitd v této praci pro méteni aktivity GST.

SG

Cl
NO, NO,
GSH + N + HCI
NO,

NO,

Obr. 19: Konjugace GSH s 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem

2.5.3.2. UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

UDP-glukuronosyltransferasy katalyzuji glukuronidaci, kterd je povazovana
za nejcastejsi konjugacni reakci. Vzniklé konjugaty jsou vétSinou rozpustné, disociované a
jsou poslednimi produkty ve sledu biotransformacnich ptemén.

Nejvyssi  aktivitu vykazuji UDP-glukuronosyltransferasy v jatrech, dale pak
v ledvinach, gastrointestindlnim traktu a ktzi. Na subceluldrni Grovni jsou lokalizovany
na membranach endoplasmatického retikula v blizkosti cytochromii P450.

Kofaktorem UGT je UDP-glukuronova kyselina, ktera vznikd dehydrogenaci UDP-

glukosy. Ke glukuronidaci dochdzi pfenosem glukuronosylu z uridinfosfoglukuronatu
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na vhodny nukleofilni akceptor (napt. hydroxyl, karboxyl, aminoskupinu) a pfitom dochazi
k inverzi na anomerickém uhliku cukerného zbytku. Timto typem konjugacni reakce
mohou vznikat C-, O-, N-, S-glykosidy.

Vhodnym substratem pro méfeni aktivity UGT je p-nitrofenol. Reakce je popsana

na nasledujicim obrazku (Obr. 20).

O,N

@ N
+
OH o

OOH OOH

NH
o o o | o

OH Ill 1|>| OH

OH OH0 | O | O o N X OH OHH
OH OH
HO OH UDP

Obr. 20: Konjugace p-nitrofenolu s UDP-glukuronovou kyselinou
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3. CIL PRACE

Tato diplomova prace je soucésti grantového projektu GAS524/06/1345-
Biotransformaéni enzymy hostitele a parazita - vyznam pro terapii parazitéz a
helmintorezistenci u piezvykavci (2006-2008) podporovaného Grantovou agenturou
Ceské republiky. Cilem projektu je stanovit aktivity redukénich biotransformaénich
enzyml ovce domaci i vlasovky slézové vii€i anthelmintiku flubendazolu a specifickym
modelovym substratim, studovat zmény v aktivité¢ téchto enzymil v zavislosti na 1&cbé
ovce domaci.

Vlastnim cilem této prace je porovnat, jestli a jak se meni aktivity

biotransformacnich enzymiti ovce domaci pfi 1é¢be parazitdéz po podavani flubendazolu.

Konkrétni ukoly jsou:

- zpracovani biologického materidlu na subcelularni frakce

- stanoveni aktivit jednotlivych enzymi
- oxidacnich- CYP 1A1, 1A2, 2B, 2C9, 2E1, 3A; FMO
- reduk¢nich- AKR 1A1, 1C; 30-HSD; 11B-HSD1; karbonylreduktasa
- konjugacnich- GST; UGT

- porovnani aktivit enzymt ovci kontrolnich a zdravych, lé¢enych

- porovnani aktivit enzymu ovci kontrolnich a nemocnych, 1é¢enych

- porovnani aktivit enzymut ovci zdravych, lé¢enych a nemocnych, lécenych

- porovnani aktivit enzymu vzhledem k pohlavi sledovanych zvirat
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Biologicky material

Pro pokusy byly pouzity mikrosomalni a cytosolické frakce z jaterni a stievni tkané
ovci domécich (Ovis aries, plemeno merinolandschaf) ze tfi pokusnych skupin. VSechny
ovce byly pfi vstupu do pokusu 3-4 mésice star¢.

Skupiny ovci:

Skupina A - ovce kontrolni (3 samci, 3 samice)

Skupina B - ovce zdravé, 1é¢ené (4 samci, 4 samice)

- ovcim byl tfikrat podéan flubendazol v davce 15mg/kg zivé vahy

Skupina D - ovce nemocné, lé¢ené (4 samci, 4 samice)

- ovce byly peroralni cestou experimentalné infikovany 5 000 kusy L3
larev Haemonchus contortus a po sedmi tydnech jim byl tiikrat podan

flubendazol v dévce 15 mg/kg Zivé vahy

Pro potieby grantového projektu byly pouzity dalsi skupiny ovci, které vSak pro tuto
praci nebyly podstatné.
Skupina C - ovce nemocné (4 samci, 4 samice)
- ovce byly peroralni cestou nakazeny 5 000 kusy L3 larev Haemonchus
contortus po dobu 7 tydnti
Skupina E — ovce dlouhodobé nemocné (4 samci)
- ovce byly peroralni cestou nakazeny 5 000 kusy L3 larev Haemonchus

contortus po dobu 10 tydni

Na konci pokusu byla zvitata usmrcena. Do 5-ti minut jim byla vyjmuta jatra a ¢ast
tenkého stieva. Levy lalok jater byl rozdélen na malé¢ kousky a zmrazen v tekutém dusiku
béhem transportu do laboratofe. Tenkda stfeva byla vyplachnuta fyziologickym roztokem,
aby byla zbavena obsahu a taktéz byla zmrazena v tekutém dusiku. Dale byla jatra i stfeva

az do zpracovani na subcelularni frakce ulozena v hlubokomrazicim boxu pti -80°C.
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4.2. Pristroje

laboratorni ptredvazky OWA Labor

analytické vahy Scaltec SBC22

pH-metr Jenway LTD 3020

multikanalova pipeta Eppendorf Research
ttepacka Reax TOP

koncentrator Eppendorf 5301

termoblok s nastavcem Thermomixer Comfort Eppendorf
Ctecka Biorad, Microplate Reader, model 550
UV-VIS spektrofotometr Heliosp
Spektrofluorimetr Perkin Elmer LS 50 B
vysokouéinny kapalinovy chromatograf
homogenizator PotterS

centrifuga Heraeus

ultracentrifuga Beckman

stolni centrifuga Eppendorf

4.3. Pracovni postupy

4.3.1. Priprava subcelularnich frakci

Princip:
Principem piipravy subcelularnich frakci je rozruseni bunééné struktury a nasledné

oddéleni mikrosomt od cytosolu frakéni ultracentrifugaci.

Postup:
Vzorky jater jednotlivych zvirat byly vyndany z hlubokomraziciho boxu, po mirném

rozehiati byly nastfithany na velmi malé¢ kousky a rozvazeny do misti¢ek ulozenych na ledu
po 5 g. Dalsi prace se odehravaly v chladici mistnosti.

Homogenizace byla provedena s 0,1 M sodno-fosfatovym pufrem pH 7,4 v pistovém
homogenizatoru PotterS. Pohybem pistu nahoru a doli a jeho rotaci v homogenizacni

zkumavce doslo k rozruseni bunéénych membran. Ziskany homogenat byl centrifugovan.
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Prvni centrifugace probé¢hla v centrifuze Heraeus (4°C, 5 000 g, 20 minut). Peleta
obsahovala potrhané buné¢né membrany, vazivo, cévy a jadra bun¢k. Supernatant byl prelit
do cistych kyvet a odstfedén na stejné centrifuze (4°C, 20 000 g, 60 minut). Po druhém
stoCeni tvotily peletu mitochondrie, které nebyly pouzity. Supernatant byl pielit do Cistych
kyvet pro ultracentrifugaci. Ttreti odsttedéni probehlo v centrifuze Becknam (4°C, 100 000
g, 65 minut). Supernatant obsahujici bunéény cytosol byl opatrné odebran a za stalého
michani rozpipetovan po 1,1 ml do mikrozkumavek Eppendorf. K peleté ze tfetiho toceni
obsahujici mikrosomy byl pfiddin 0,1 M sodno-fosfatovy pufr pH 7,4 a smés byla
resuspendovdna malym homogenizaénim pistem. Takto pfipraveny materidl obsahujici
mikrosomy byl centrifugovan v centrifuze Beckman (4°C, 100 000 g, 65 minut). Nyni byly
ocisténé mikrosomy obsazené v peleté resuspendovany v 0,1 M sodno-fosfatovy pufru pH
7,4 s 20% glycerolu. Nasledné byly homogenizovany za pomoci ultrazvukové lazné a pak
za stalého michani rozpipetovany po 0.33 ml do mikrozkumavek Eppendorf.

Takto byly postupné zpracovany vSechny vzorky z jednotlivych zvirat. Kazda
mikrozkumavka s mikrosomy a cytosolem byla fadné oznacena (mikrosomy nebo cytosol;
skupina zvifat A, B nebo D; samec nebo samice; Cislo zvifete). Mikrozkumavky pak byly
ulozeny do popsanych krabi¢ek a byly uchovavany pro dalsi pouziti v hlubokomrazicim
boxu pfi teploté -80°C.

Zmrazend stieva jednotlivych zvifat byla lehce rozmrazena, podéln¢ rozstfihnuta a
ze stén byla stiranim ziskdna muko6za. Ta pak byla navdzena do misticek po 5 g. Dalsi
postup se shodoval se zpracovanim jater.

Pfed méfenim aktivit jednotlivych enzymi byly v rdmci kazdé skupiny zvirat
vytvofeny smésné vzorky. To napt. znamena, Ze se smisily rozmrazené mikrosomalni frakce

3 samci skupiny A a to v poméru 1:1:1.

4.3.2. Stanoveni koncentrace bilkovin

Princip:

Proteiny obsazené ve vzorku reaguji s Cu ** v alkalickém prostfedi. M&d’ piechazi na
Cu'", ktera pak v prostiedi o pH kolem 10 vytvaii modrofialovy komplex s kyselinou
bicinchonovou (BCA). Intenzita zabarveni je pfimo umérnd mnozstvi bilkoviny.
Absorbance komplexu se méfi pii 562 nm. Vyslednd koncentrace bilkoviny ve vzorku se

ziska odec¢tenim z kalibra¢ni kiivky (Smith a kol. 1985).
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Postup:

Sestaveni kalibra¢ni kiivky:

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byl jako standard pouzit 0,1% roztok hovéziho
sérového albuminu (BSA). Podle tabulky (Tab. 1) bylo ztoho zékladniho roztoku
pripraveno Sest roztokl s klesajici koncentraci bilkoviny. Kalibra¢ni kfivka byla tvofena

Sesti body, pro kazdy bod bylo méfeno osm paralelnich vzorkii.

Tab. 1: Ptiprava roztoki BSA pro sestaveni kalibra¢ni kiivky ke stanoveni koncentrace bilkovin

Cislo Koncentrace Roztok 0,1% | Destilovana voda
vzorku| bilkoviny ve vzorku BSA
[ng/mi] [nl] [nl]
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0

Stanoveni vzorku:

Mikrosomy i cytosol byly nafedény 20krat. Od kazdého vzorku byla vytvofena dvé
fedéni a z kazdého tfedéni byly ptipraveny 4 paralelni méteni. Celkem tedy 2x4 meéfeni pro
kazdé mikrosomy a cytosol.

Stanoveni bylo provadéno v mikrotitra¢ni desti¢ce. Do kazdé jamky desticky bylo
napipetovano 10 pl nafedénych mikrosomti nebo cytosolu a 200 ul pracovniho roztoku C.
Pracovni roztok C byl ziskdn smichanim roztoku A (NaHCO;, Na,CO;, BCA v 0,1 M
NaOH) s roztokem B (4% CuS04.6H,0). Do prvni jamky desticky byla napipetovana pouze
redestitovand voda. Zbytek prvniho sloupce byl pouzit pro slepé vzorky, kdy bylo misto
bilkoviny pipetovano 10 pl redestilované vody. Po promichani byly vzorky inkubovany 30
min pii 37°C.

Po inkubaci byla na ¢te¢ce Biorad zmétena absorbance pii 562 nm proti destilované
vodé (prvni jamka desticky). Poté byl od hodnot absorbance odeéten primér hodnot
absorbance slepych vzorki. Hodnoty koncentrace bilkovin ve vzorcich byly odecteny

z kalibra¢ni kiivky.
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4.3.3. Stanoveni aktivity CYP 1A1, 1A2, 2B, 3A

Princip:

Metoda je zaloZena na ptidani relativné specifického substratu pro urcitou isoformu
CYP k mikrosomalni frakci. Substrat je enzymem metabolizovan na fluoreskujici produkt a
je meéten prirtstek fluorescence na spektrofluorimetru (Perkin Elmer LS50B). Vyhodnoceni

se provadi metodou standardniho ptidavku (Burke a kol. 1994).

Tab. 2: Relativni specifi¢nost substratti pro jednotlivé isoformy CYP

Nazev substratu CYP

Ethoxyresorufin 1A1, ¢astecné 1A2

Methoxyresorufin 1A2, ¢astecné 1A1

Pentoxyresorufin 2B

Benzyloxyresorufin | 3A, ¢astecn¢ 2B

Reagencie:

Reak¢ni smés v kyveté: celkovy objem 1 ml

Substrat: Sul 0,5 mM roztok ethoxyresorufinu v DMSO nebo
0,5 mM roztok methoxyresorufinu v DMSO nebo
0,5 mM roztok pentoxyresorufinu 0,5 mM v DMSO ¢i
0,5 mM roztok benzyloxyresorufinu 0,5 mM v DMSO

Vzorek: 25 ul mikrosomy
Puft: 910 wl 0,1 M Tris-HCIl pH 7,4
Kofaktor: 50 ul 0,1 M roztok MgCl,
10 pl 50mM roztok NADPH v Tris pufru
Standardni ptidavek: 10 pl 0,5 uM roztok resorufinu
Postup:

Pfed méfenim byly na spektrofluorimetru nastaveny tyto parametry: vinova délka
excitacni 530 nm, vlnova délka emisni 585 nm, excitaéni Stérbina 10 nm, emisni
Stérbina 20 nm, teplota 37°C, délka inkubace 180 s a michani pomalé ,low*. Pfed kazdym
méfenim byla nastavena zakladni linie ,,baseline* na nulu.

Mikrosomy, substraity a NADPH byly pied napipetovanim do kyvety skladovany

v ledové ttisti. Pufr byl temperovan na teplotu 37°C.
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Do kyvety Hellma o objemu 1 ml byl za stalého michani napipetovan pufr, MgCl,,
mikrosomy a substrat. Po ustdleni smési (50 s) byl do kyvety pfidin NADPH pro spusténi
reakce. Na pfistroji byl sledovan priristek fluorescence. Po 150 sbyl do kyvety
pfipipetovan standardni ptidavek — 10 pl resorufinu. Pied dalSim méfenim byl obsah kyvety
odsan a kyveta byla proplachnuta destilovanou vodou. Pro kazdy vzorek byla provedena 3
paralelni métent.

Po zméfeni byla na obrazovce pfistroje odectena smérnice piimky nardstu intenzity

fluorescence, intenzita na zacatku a na konci ptidavku resorufinu. Aktivita byla vypoctena

podle vzorce : k
a=—— *n * D * 60 [pmol/ml/min]
B-A
RO aktivita
Ko smérnice
A intenzita fluorescence na zacatku ptidavku resorufinu
B intenzita fluorescence na konci piidavku resorufinu
1 R latkové mnozstvi standardniho ptidavku v 1 ml (3,4 pmol)
Do, zfedéni
60 ...ooouennn.l prepocet na minuty

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny ve vzorku a tim byla ziskéna tzv.

specificka aktivita enzymu [pmol/mg/min].

4.3.4. Stanoveni aktivity CYP 2C9

Princip:

Metoda je zaloZzena na pridani relativné specifického substratu k mikrosomalni
frakci. Substrdt je enzymem metabolizovan na fluoreskujici produkt a je méfen pfirGstek
fluorescence na spektrofluorimetru. Vyhodnoceni se provadi metodou standardniho

ptidavku (Price a kol. 2000).

Reagencie:

Reak¢ni smés v kyveté: celkovy objem 1 ml

Substrat: 10 pl 2 mM roztok 7-methoxy-4-trifluormethylkumarinu
v DMSO (MFC)
Vzorek: 20 ul mikrosomy
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Puf: 910 wl 0,1 M sodno-fosfatovy pufr pH 7,4

Kofaktor: 50 ul 0,1 M roztok MgCl,
10 pl 25 mM roztok NADPH ve fosfatovém pufru
Standardni ptidavek: 10 pl 10 uM roztok 7-hydroxy-4-trifluormethylkumarinu

v DMSO (HFC)

Postup:

Pfed méfenim byly na spektrofluorimetru nastaveny tyto parametry: vinova délka
excitatni 410 nm, vlnova délka emisni 510 nm, excitaCni S$térbina 4 nm, emisni
Stérbina 4 nm, teplota 37°C, délka inkubace 180 s a michani pomalé ,low*. Pired kazdym
méfenim byla nastavena zakladni linie ,,baseline* na nulu.

Mikrosomy, substrat a NADPH byly pied napipetovanim do kyvety skladovany
v ledové ttisti. Pufr byl temperovan na teplotu 37°C.

Do kyvety Hellma o objemu 1 ml byl za stadlého michéni napipetovan pufr, MgCl,,
mikrosomy a substrat. Po ustdleni smési (50 s) byl do kyvety priddn NADPH pro spusténi
reakce. Na pfistroji byl sledovan ptirtstek fluorescence. Po 150 s bylo do kyvety
ptipipetovano 10 pl HFC jako 1.standardni pfidavek a po dalSich 20 s opét 10 ul HFC jako
2.standardni ptidavek. Pfed dalsim méfenim byl obsah kyvety odsan a kyveta byla
proplachnuta destilovanou vodou. Pro kazdy vzorek byly provedeny 3 paralelni méfeni.

Po zméfeni byla na obrazovce pfistroje odectena smérnice piimky nartistu intenzity
fluorescence a intenzita na zacatku a na konci obou pridavki HFC. Aktivita byla

vypoctena podle vzorce :

k
a=—"— *n*D* 60 [pmol/ml/min]
B-A
RO aktivita
Ko smérnice
B-A.......... ptirtstek fluorescence do zac¢atku do konce ptidavku HFC

(pocitan primér ze Sesti méteni — 3 méfeni po 2 ptidavcich)

1 R latkové mnozstvi standardniho ptidavku v 1 ml (100 pmol)
| D I zfedéni
60 ...ooouennn.l prepocet na minuty

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny ve vzorku a tim byla ziskéna tzv.

specificka aktivita enzymu [pmol/mg/min].
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4.3.5. Stanoveni aktivity CYP 2E1, ¢astecné 1A1

Princip:
Metoda je zalozena na inkubaci mikrosomalnich frakei s chlorzoxazonem, nasledné

extrakci a HPLC analyze metabolitu reakce — hydroxychlorzoxazonu (Peter 1990).

Reagencie:

Inkubaéni smés: celkovy objem 300 pl

Substrat: 6 ul 50 mM roztok chlorzoxazonu v 60 mM KOH
Vzorek: 60 pl mikrosomy
Puft: 60 ul 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4
Voda: 168 ul redestilovana voda
Kofaktor: 6 ul 100 mM roztok NADPH
Stop roztok: 150 pl 90 uM roztok 2-amino-5-chlorbenzoxazolu
v methanolu
Pro extrakci: 1,8 ml CH,Cl,
20 ul 1,0 M fosfatovy pufr pH 7,4

Mobilni faze pro HPLC: 324 mmol/l fosfatovy pufr pH 2,5 : voda : acetonitril = 10 :70:20

Postup:

Do oznacenych mikrozkumavek byla napipetovana uvedend mnozstvi pufru, vody,
chlorzoxazonu a mikrosomi. Tato smés byla inkubovdna 3 minuty pii 37°C. Pak byl
pfipipetovan roztok NADPH, mikrozkumavky byly protfepany a v inkubaci bylo
pokracovano 60 minut pfi stejné teploté. Pro ukonceni reakce byl pfidan stop roztok a
mikrozkumavky byly umistény do ledu. Déle bylo ptidano 20 pl 1,0 M fosfatového pufiu
pH 7,4 a 1 ml CH,Cl,. Smés byla intenzivné protfepavana 2 minuty na tiepacce. Pak byly
mikrozkumavky centrifugovany 5 minut pii 8000 ot./min. Nasledné bylo pipetou odebrano
800 ul dolni vrstvy do ptipravené vialky. K vodné fazi bylo ptfidano 800 ul CH,Cl, a
extrakce byla zopakovéana. Spojené extrakty byly dany do koncentratoru asi na 15 minut pfi
30°C. Suché vzorky byly uchovany v chladu a temnu. Poté byly podrobeny analyze na
HPLC. Pro kazdy vzorek mikrosomt byly provedeny 3 paralelni méteni.

HPLC analyza produkti biotransformace chlorzoxazonu byla provedena
na chromatografické koloné Purospher RP18e o rozmérech 124 x 4 mm s ptedkolonou

Hypersil BDS CI18 4 x 4 mm. Mobilni faize byla pfipravena smisenim 324 mmol/l
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fosfatového pufru pH 2,5, vody a acetonitriu v poméru 10 : 70 : 20. Analyza byla
provedena pfi teploté 25°C, mobilni faze protékala rychlosti 1,5 ml/min.

K predem ptipravenym odparkiim latek bylo ptidano 100 pl methanolu, smes byla
protfepana na vortexu po dobu 1 minuty a po 10 minutovém stani bylo ptidano 100 pl
vody a znovu protfepano. Rozpustény odparek byl prenesen do sklenéného insertu a
nastfikovano bylo 50 pl. Detekce byla provedena pti 287 nm.

Pro odecteni koncentrace hydroxychlorzoxazonu ve vzorcich bylo nutné pfipravit
kalibracni  vzorek. Obsahoval vSe jako ostatni vzorky. Navic jest¢ 30 ul
hydroxychlorzoxazonu. Mikrozkumavka byla stale uloZena v ledu a stop roztok byl ptidan
ihned po NADPH. Tzn. neprob¢hla zadna inkubace a ani reakce. Extrakce byla provedena
shodné jako u ostatnich vzorkt. Pfi hodnoceni chromatogramii byla odectena plocha piku
hydroxychlorzoxazonu a kalibraéniho vzorku. Podle jejich poméru byl vypocitan obsah
hydroxychlorzoxazonu ve vzorku. Specifickd aktivita byla pak vypocitana vztaZzenim na

minutu reakce a mg proteinti ve vzorku.

4.3.6. Stanoveni aktivity flavinmonooxygenasy (FMQO)

Princip:

Metoda je =zaloZzena na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-oxidu
thiobenzamidu katalyzované flavinmonooxygenasou. Aktivita FMO se vyjadii pomoci
vzristu absorbance za jednu minutu a moldrniho absorpéniho koeficientu &
(e=8,300 mM'cm™) a naslednym vztazenim na obsah bilkovin ve vzorku (Cashman a

Hanzlik 1981).

Reagencie:

Reakéni smés v kyveté:

Substrat: 12,5 ul 98 mM roztok thiobenzamidu v acetonitrilu
Vzorek: 130 pl mikrosomy

Puft: 870 ul 0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 8,0
Inhibitor CYP: 12,5 pul 0,42 M roztok n-oktylaminu a acetonitrilu

NADPH regeneracéni systém: 25 ul, slozeni regenera¢niho systému je uvedeno

v nasledujici tabulce (Tab. 3)
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Tab. 3: Slozeni NADPH regenerac¢niho systému

Slozka NADPH regenera¢niho systému| MnoZstvi
Glukosa-6-fosfat 36 mg
NADP" 12 mg
0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4 600 pl
0,1 M MgCl, 600 pl
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa 30 ul

Postup:

Do kyvety bylo napipetovano 130 ul mikrosomti a doplnéno pufrem do 1 ml
(870 pl). Déale byl napipetovan NADPH-regenera¢ni systém a inhibitor. Kyveta se nechala
chvili temperovat. Pak bylo pfipipetovano 12,5 pl substratu (u slepych vzorkd 12,5 ul
acetonitrilu). Smés byla protiepana a nasledné¢ byla meétfena absorbance na UV-VIS
spektrofotometru Helios [ pii 35°C.

Pro kazdy vzorek mikrosomti byly méfeny 3 paralelni vzorky. Pfislusny slepy
vzorek byl pouzit k vynulovani pfistroje pred méfenim. Hodnoty absorbance byly odecitany
po jedné minuté po dobu 4 minut.

Pro vypocet aktivity byly vypocitdny rozdily absorbanci v jednotlivych minutéach,
byl urcen pramér nartistu absorbance za 1 minutu. Z této hodnoty byla vypocitana aktivita
pomoci extinkéniho koeficientu S-oxidu thiobenzamidu. Do vypoctu bylo dale zahrnuto
ziedéni mikrosomti v reak¢ni smési a nasledné byla hodnota aktivity vztazena na 1 mg

bilkovin a tim byla ziskana specifickd aktivita FMO [nmol/min/mg].

4.3.7. Stanoveni aktivity redukénich enzymii

Princip:

Stanoveni aktivity redukénich enzymu je zaloZeno na prométeni poklesu absorbance
zpisobeném preménou NADPH na NADP' (nebo vzrlistu absorbance zplisobeném
pfeménou NADP' na NADPH) ve vzorku. Méfeni probiha pti 340 nm za laboratorni
teploty. Kvantitativni vyjadieni aktivity reduktas je mozné pomoci poklesu (vzrustu)
absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH/NADP™ ¢ = 6270 M'cm™ (Ohara
a kol. 1995, Kawamura a kol. 1999, Palackal a kol. 2001, Maser a Oppermann 1997).
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Reagencie: slozeni reak¢nich smési v kyveté se lisilo podle sledovanych reduktas:

Reduktasy 4-pyridinkarboxaldehydu:

Puf: 970 wl 0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 6,0
Substrat: 10 pl 0,1 M roztok 4-pyridinkarboxaldehydu v redest.vodé
Kofaktor: 10 pl 10 mM roztok NADPH v redestilované vodé
Vzorek 10 pl cytosol nebo mikrosomy (vzorky z jater byly
10 x zfedény)
Dehydrogenasy acenaftenolu:
Puf: 930 wl 0,1 M TRIS-HCI pufr pH 8,9
Substrat: 10 pl 0,1 M roztok acenaftenolu v DMSO
Kofaktor: 10 pl 0,1 M roztok NADP" v redestilované vodé
Vzorek: 50 ul cytosol
Reduktasy DL-glyceraldehydu:
Puf: 930 wl 0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 6,0
Substrat: 10 pl 1 M roztok DL-glyceraldedyhu v DMSO
Kofaktor: 10 pl 30 mM roztok NADPH v redestilované vodé
Vzorek: 50 ul cytosol
Reduktasy daunorubicinu pii pH 6.0:
Puf: 930 wl 0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 6,0
Substrat: 10 pl 1 mM roztok daunorubicinu v redestilované vodé
Kofaktor: 10 pl 10 mM roztok NADPH v redestilované vodé
Vzorek: 50 ul cytosol
Reduktasy daunorubicinu pii pH 8.5:
Puf: 930 wl 0,2 M TRIS-HCI pufr pH 8,5
Substrat: 10 pl 1 mM roztok daunorubicinu v redestilované vodé
Kofaktor: 10 pl 10 mM roztok NADPH v redestilované vodé
Vzorek 50 ul cytosol
Reduktasy ketoprofenu:
Puf: 930 wl 0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 6,0
Substrat: 10 pl 0,1 M roztok ketoprofenu v DMSO
Kofaktor: 10 pl 10 mM roztok NADPH v redestilované vodé
Vzorek: 50 ul cytosol
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Reduktasy naloxonu:
Puf: 930 wl
Substrat: 10 pl
Kofaktor: 10 pl

Vzorek 50 ul
Reduktasy metyraponu:
Puf: 930 wl

Substrat: 10 pl
Kofaktor: 10 pl
Vzorek 50 ul

Postup:

0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 6,0

0,1 M roztok naloxonu v redestilované vodé
10 mM roztok NADPH v redestilované vodé
cytosol

0,1 M draselno-fosfatovy pufr pH 6,0

0,1 M roztok metyraponu v redestilované vodé
10 mM roztok NADPH v redestilované vodé
cytosol nebo mikrosomy

Me¢teni bylo provedeno na spektrofotometru Helios B. Do kyvety byl vzdy

napipetovan pufr, substrat a kofaktor podle jednotlivych uréovanych reduktas. Smés byla

promichana. Na tento vzorek byl vynulovan spektrofotometr. Reakce byla zahdjena

pridanim enzymu. Hodnoty absorbance pii 340 nm byly odecitany v ¢ase 0, v 1., 2., 3. a 4.

minuté. Pro kazdy vzorek byla provedena 3 paralelni méfeni.

Enzymova aktivita [nmol/ml/min] byla spo¢itdna pomoci Lambert-Beerova zdkona:

Ac=AA/ed
AC oo, piirtistek koncentrace NADP" nebo NADPH [mol/1]
44 ............zména absorbance
E ereeerrreaeens molarni absorp¢ni koeficient [1/mol/cm]
7 ASTOOTR délka optické drahy [cm]

Hodnota Ac byla piepocitana na objem inkubacni smési a 1 minutu. Specifickd

aktivita byla ziskdna vztazenim enzymové aktivity na 1 mg proteinu ve vzorku

[nmol/mg/min].

51



4.3.8. Stanoveni aktivity reduktas oracinu

Princip:
Metoda je zalozena na inkubaci subcelularnich frakci s oracinem, nasledné extrakci a

HPLC analyze redukovaného metabolitu oracinu — 11-dihydrooracinu (Wso6l a kol. 2000).

Reagencie:

Reakéni smés:

Substrat: 100 pl 0,33 mM roztok oracinu v redestilované vodé
Kofaktor: 100 pl 1 mM roztok NADPH v redestilované vod¢
Vzorek: 100 pl mikrosomy nebo cytosol

Stop roztok: koncentrovany amoniak

Roztok pro extrakci: destilovany octan ethylnaty

Postup:

V mikrozkumavce bylo pii 37°C po dobu 5 minut preinkubovano 100 pl roztoku
oracinu a 100 pl roztoku NADPH. Pak bylo pfidano 100 pl mikrosomti resp. cytosolu (nebo
pro slepé vzorky 0,1 M sodno-fosfitového pufru pH 7,4). Smés byla promichina na
ttepacce. V inkubaci pii 37°C bylo pokracovano dalsich 30 minut. Inkubace byla ukoncena
ochlazenim vzorkd na 0°C v ledové lazni a ptidanim 30 pl koncentrovaného amoniaku. Do
zkumavky bylo pfidano 0,9 ml destilovaného octanu ethylnatého. Smés byla po dobu 2
minut intenzivné tiepana na trepacce. Pak byly mikrozkumavky centrifugovany 3 minuty pfi
5000 ot./min. Nasledn¢ byla pipetou odebrana horni vrstva do ptipravené vialky. Extrakty
pak byly dany do koncentratoru asi na 15 minut pti 45°C. Suché vzorky byly uchovany
v chladu a temnu. Poté byly podrobeny analyze na HPLC. Pro kazdy vzorek mikrosomui
nebo cytosolu byla vytvoiena 3 paralelni méteni.

HPLC analyza produkti biotransformace oracinu byla provedena na
vysokou¢inném kapalinovém chromatografu Agilent 1100 Series, na chromatografické
kolon¢ typu BDH Hypersil C18 o rozmérech 250 x 4 mm. Mobilni faze byla pfipravena
smisenim acetonitrilu a hexansulfonanového pufru v poméru 1:3. Hodnota pH 10 mM
hexansulfonanovdaho pufru sobsahem 0,1 M triethylaminu byla upravena kyselinou
fosfore¢nou na 3,27.

Analyza byla provedena pii teploté¢ 25 °C, pod tlakem 200 bar, mobilni faze
protékala rychlosti 1,5 ml/min.
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Ptedem prtipravené odparky latek byly rozpustény v 250 pl mobilni fize, k nastiiku
na chromatografickou kolonu bylo pouzito 100 pl tohoto roztoku. Detekce byla provedena
pomoci fluorescencniho detektoru Agilent 1100 Series (vlnova délka excitacni 340 nm,
emisni 418 nm) a zaznam pikti byl vyhodnocen chromatografickym softwarem Agilent
ChemStation for LC/MS Systems.

Vypocet aktivity byl proveden na zédklad¢ ziskanych hodnot mnozstvi DHO ve
vzorku. Namétené mnozstvi bylo piepocitdno na latkové mnozstvi v inkubacni smési a
byla zohlednéna doba inkubace 30 minut. Hodnota aktivity byla dale vztazena na 1 mg

bilkoviny a tim byla vypocitana specificka aktivita enzymu [nmol/mg/min].

4.3.9. Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Princip:
Metoda je =zalozena na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-2,4-
dinitrophenylglutathionu za pouziti 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu a glutathionu (Habig a

Jacoby 1981).

Reagencie:

Reakeéni smés:

Substrat: 10 pl 0,1 M roztok 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu
(CDNB) v ethanolu
Vzorek: 10 pl cytosol
Konjugacni ¢inidlo: 10 pl 0,1 M roztok redukovaného glutathionu (GSH)
v redestilované vod¢
Puf: 970 wl 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,5
Postup:

Do UV-VIS transparentni kyvety byl napipetovan fosfatovy pufr, GSH a cytosol.
Obsah byl protiepan na tiepaCce a jako aktivator reakce byl ptidan CDNB. Vse bylo
dikladn¢ protiepano a ihned byl méfen nartist absorbance pifi 340 nm na UV-VIS
spektrofotometru HELIOS B.

Pro kazdy vzorek cytosolu bylo méfeno 5 paralelnich vzorkl. Vzorky z jater musely

byt 5x nafedény, protoze absorbance piesahovala hodnotu 0,800 (narust absorbance jiz

53



nebyl linearni). Déle byly méfeny vzdy 2 slepé vzorky bez cytosolu. Pii méfeni byla
sledovéna linearita méteni a byla odc¢itana hodnota absorbance v minuté 0, 1, 2, 3.

Pro vypocet aktivity enzymu byly vysledné hodnoty absorbance v kazdé minuté
zprimérovany a byly od nich odecteny odpovidajici hodnoty slepych vzorki. Pak byl pouzit
rozdil absorbanci naméfenych v 3. a 1. minuté. Pro nariist absorbance za 1 minutu byl
vysledek vydélen 2. Dale byla absorbance pomoci extinkéniho koeficientu S-2,4-
dinitrofenylglutathionu & =9,6 mM'cm” piepo¢itana na koncentraci produktu v reakéni
smési. Pro zisk specifické aktivity [pumol/min/mg] bylo nutné koncentraci ptepocitat na
latkové mnozstvi, vynasobit zfedénim u jaternich vzorkG a vztdhnout vysledek na 1mg

bilkovin ve vzorku.

4.3.10. Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

Princip:
UGT katalyzuje reakci piemény p-nitrofenolu na p-nitrofenolglukuronid. Tuto

preménu Ize kvantitativné stanovit spektrofotometricky (Mizuma a kol. 1982).

Reagencie:

Reakeéni smés:

Substrat: 30 ul 0,556 mM roztok p-nirofenolu v redest.vodé
Vzorek: 10 pl mikrosomy s detergentem (Slovasol)
Konjugacni ¢inidlo: 30 pl UDP-glukuronova kyselina (1,05 g v 1,5 ml

redestilované vody)
Puf: 30 ul Tris pufr pH 7,4
Stop roztok: 3% (w/v) kyselina trichloroctova
Neutraliza¢ni roztok: 1M roztok NaOH

Postup:

Pro méfeni byly pouzity vzorky mikrosomil. Ze znamych hodnot koncentrace
bilkovin bylo vypoc¢teno mnozstvi detergentu, tak aby pomér proteiny:detergent (w/w) byl
2:1. Vypocitané mnozstvi detergentu bylo pfiddno ke 100 pl mikrosomtl a tato smés byla
inkubovana 20 min pii 4°C.

Do mikrozkumavek uloZzenych v ledové lazni byl napipetovan Tris pufr, p-nitrofenol

a kyselina UDP-glukoronova. Reakce byla zahajena ptfidanim 10 pl smési mikrosomui
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s detergentem. Smes byla inkubovana 20 min pii 37°C. Reakce byla ukoncena pfenesenim
zkumavek do ledové lazné a ptidanim 50 pl stop roztoku- TCA. Poté byl deproteinizovany
roztok centrifugovan 3 min pti 5 000 ot./min. 50 pl supernatantu bylo pfidano do jamek
mikrodesticky k jiz pfipravenym 50 pul NaOH. Po zabarveni byla na ¢tecce BioRad zmétena
absorbance nezreagovaného p-nitrofenolu. Pro kazdy vzorek mikrosomti bylo ptfipraveno 5
paralelnich méteni a 3 paralelni méfeni slepych vzork.

Kwvili vypoctu aktivity bylo nutné stanovit absorbanci 100% p-nitrofenolu. K tomuto
ucelu bylo do mikrozkumavky napipetovano 30 pl p-nitrofenolu, 30 pl Tris pufru, 40 pl
vody a 50 ul TCA. Smés byla promichana a bylo odebrano 50 pul do mikrodesticky s jiz
pfipravenymi 50 pl NaOH. Byla zméfena absorbance a ta byla povazovana za 100%.
Aktivita UGT byla pocitana jako ubytek substratu. Vysledek byl pfepocitan na jednu minutu

reakce a na mg bilkovin v reakéni smési.

4.3.11. Statistické zpracovani vysledku

Veskeré namétené vysledky byly mezi sebou porovnavany z hlediska statistické
vyznamnosti rozdili mezi jednotlivymi skupinami (A, B, D) a mezi pohlavimi (samci,
samice). K tomuto statistickému zhodnoceni byl pouzit Studentiiv neparovy T-test. Hladina

spolehlivosti byla nastavena na 0,95.
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5. VYSLEDKY

5.1. Stanoveni koncentrace bilkovin

Koncentrace bilkovin ve vzorcich byla stanovena pomoci metody BCA (viz kapitola
4.3.2). Nejprve byla sestavena kalibracni kiivka o Sesti bodech. Pro kazdy bod kiivky bylo
provedeno osm paralelnich méfeni. Nasledn¢ byly zméteny absorbance vzorkti mikrosomi
nebo cytosolu a hodnoty koncentrace bilkovin byly ode¢teny z kalibra¢ni kfivky. Primérné
hodnoty a pfislusné smérodatné¢ odchylky zjisténych koncentraci bilkovin v jednotlivych
vzorcich mikrosomalnich a cytosolickych frakci jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach
(Tab. 4 a Tab. 5), grafické znazornéni je pak uvedeno na nasledujicich obrazcich (Obr. 21 a

Obr. 22).

Tab. 4: Koncentrace bilkovin ve vzorcich mikrosomi (rovnice kalibracni kfivky: y = 0,0006x + 0,0075)

Mikrosomy Koncentrace bilkovin [mg/ml]
A B D
jatra samci 6,59 + 0,45 4,76 + 0,67 6,02 + 0,69
samice 5,03 + 0,44 4,49 £ 0 34 8,91+ 0,78
stfeva samci 2,94+ 044 3,65+ 1,13 3,08 + 0,40
samice 3,33+ 0,66 3,34+ 0,59 4,18 £ 0,78

Tab. 5: Koncentrace bilkovin ve vzorcich cytosolu (rovnice kalibra¢ni kfivky: y = 0,0006x + 0,0075)

Cytosol Koncentrace bilkovin [mg/ml]
A B D
jatra samci | 18,47+ 122 18,71+ 1 48 18,22 + 0,92
samice 18,61 + 1,98 14,53 + 1 58 18,93 + 1 84
stfeva samci 8,95+ 0,71 12,98 + 0,86 9,04 £ 0,40
samice 8,93 + 0,57 11,27 + 0,71 9,98 + 0,64
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Obr. 21: Grafické porovnani koncentraci bilkovin u skupin ovci A (zelen€), B (Cerven¢), D (Sed¢)

v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater a stfev s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.
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Obr. 22: Grafické porovnani koncentraci bilkovin u skupin ovci A (zelen€), B (Cerven¢), D (Sed¢)

v cytosolickych frakcich vzorkt z jater a stiev s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.
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Koncentrace bilkovin v mikrosomalnich vzorcich ziskanych ze stfeva ovci byla
zhruba polovi¢ni nez ve vzorcich ziskanych z jater. Jaterni mikrosomalni frakce dosahovaly
hodnot od 4,49 do 8,91 mg/ml. Stfevni frakce obsahovaly od 2,94 do 4,18 mg proteinti na
ml vzorku. Nejvice bilkovin obsahovaly frakce ziskané z jater samic skupiny D.

U cytosolu byl opét vidét rozdil mezi jaternimi a stfevnimi vzorky. Hodnoty
koncentraci u jaternich vzorkl byly velmi podobné kolem 18 mg/ml. Obsah bilkovin u stfev
se pohyboval od 8,93 mg/ml do 12,98 mg/ml.

Mezi koncentracemi bilkovin v mikrosomalnich a cytosolickych frakcich byl

pozorovan zhruba trojnasobny rozdil. A to jak u vzorki z jater, tak ze stiev.

5.2. Stanoveni aktivity CYP 1A1, 1A2, 2B, 3A

Aktivita cytochromtll byla zméfena pomoci metody méfeni piirtistku produktu, ktery
vykazuje fluorescenci. Pro jednotlivé isoformy byly pouzity relativné specifické substraty

(viz kapitola 4.3.3)

5.2.1. Stanoveni aktivity CYP 1A1, ¢aste¢né 1A2

Ke stanoveni aktivity isoformy CYP 1Al a c¢astecné isoformy CYP 1A2 byla pouzita
spektrofluorimetrickd metoda se standardnim piidavkem resorufinu. Jako specificky
substrat byl pouzit ethoxyresorufin. V nasledujici tabulce (Tab. 6) a na obrazku ( Obr. 23)
jsou popsany a graficky zobrazeny namétené aktivity CYP 1A1 a Castecné 1A2 z jaternich

vzorkil. Aktivita CYP 1Al a ¢asteén¢ 1A2 ve vzorcich ze stiev nebyla detekovana.

Tab. 6: Aktivity CYP 1Al a Casteéné 1A2
Aktivita CYP 1A1,(1A2) [pmol/min/mg]
A B D

jatra | samci 70,63 +388 | 126,92+ 790 | 78,86+ 9,16

samice 85,08 + 3 52 83,61+ 318 [163,49 £ 4 41
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Obr. 23: Grafické porovnani aktivity CYP 1A1 a ¢astecné CYP 1A2 u skupin ovci A (zelen€), B (Cerven¢),

D (8ed¢) v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

Specifickd aktivita CYP 1A1 a castené CYP 1A2 v mikrosomalnich frakcich
jaternich vzorkd u samcti skupiny A a D dosahovala hodnoty 70,63 a 78,86 pmol/min/mg.
Statisticky vyznamné se liSili samci skupiny B s aktivitou enzymu 126,92 pmol/min/mg.
Mezi samicemi se naopak statisticky vyznamné liSila skupina samic D (163,49

pmol/min/mg) od samic skupin A a B (85,08 a 83,61 pmol/min/mg).

5.2.2. Stanoveni aktivity CYP 1A2, ¢astené 1A1

Ke stanoveni aktivity isoformy CYP 1A2 a ¢éastecné isoformy CYP 1A1 byla pouzita
spektrofluorimetrickd metoda se standardnim pfidavkem resorufinu. Jako specificky
substrat byl pouzit methoxyresorufin. V nésledujici tabulce (Tab. 7) a na obrazku (Obr. 24)
jsou popsany a graficky zobrazeny namétené aktivity CYP 1A2 a Castecné 1A1 z jaternich

vzorkd. Aktivita CYP 1A2 a ¢astecné€ 1A1 ve vzorcich ze stiev nebyla detekovana.

Tab. 7: Aktivity CYP 1Al a ¢astecné 1A2

Aktivita CYP 1A2,(1A1) [pmol/min/mg]
A B D
jatra | samci 79,45+ 1 44 121,52 £ 4 38 76,50 = 11,41
samice 99,06 + 4 34 68,99 + 7 48 160,69 + 13 48
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Obr. 24: Grafické porovnani aktivity CYP 1A2 a ¢astecné CYP 1A1 u skupin ovci A (zelen€), B (Cervene),

D (8ed¢) v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

Specifickd aktivita CYP 1A2 a castecné CYP 1Al v mikrosomalnich frakcich ze
vzorkd jater samci skupiny A je 79,45 pmol/min/mg a samci skupiny D je
76,50 pmol/min/mg. Samci skupiny B vykazovali statisticky vyznamné vyssi aktivitu a to
121,52 pmol/min/mg. Naopak samice skupiny B vykazovaly nizsi aktivitu enzymu (68,99
pmol/min/mg) oproti samicim skupiny A i D (99,06 a 160,69 pmol/min/mg).

5.2.3. Stanoveni aktivity CYP 2B

Ke stanoveni aktivity isoformy CYP 2B byla pouzita spektrofluorimetrickd metoda
se standardnim pfidavkem resorufinu. Jako specificky substrat byl pouzit pentoxyresorufin.
V nasledujici tabulce (Tab. 8) a na obrazku (Obr. 25) jsou zobrazeny naméiené aktivity

CYP 2B z jaternich vzorka. Aktivita CYP 2B ve vzorcich ze stfev nebyla detekovana.

Tab. 8: Aktivity CYP 2B.

Aktivita CYP 2B [pmol/min/mg]
A B D
jatra | samci 341+112 2,80 + 1,14 3,59 £ 1,41
samice 3,35+ 1,47 1,78 £ 0,92 8,73+ 0,45
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Obr. 25: Grafické porovnani aktivity CYP 2B u skupin ovei A (zeleng), B (Cervené), D (Sed¢)

v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

Hodnoty specifickych aktivit CYP 2B se pohybovaly kolem 3 pmol/min/mg. Jedina
statisticky vyznamna odlisSnd hodnota byla zaznamenana u samic skupiny D
(8,73 pmol/min/mg). Z vysledki lze tedy vyvozovat, ze podavani IéCiva neovliviiuje
aktivitu tohoto enzymu. Odchylka samic mize byt zplsobena piitomnosti parazita

V organismu ovce.

5.2.4. Stanoveni aktivity CYP 3A, ¢astecné 2B

Ke stanoveni aktivity isoformy CYP3A a casteéné 2B byla pouzita
spektrofluorimetrickd metoda se standardnim pfidavkem resorufinu. Jako specificky
substrat byl pouzit benzyloxyresorufin. V nasledujici tabulce (Tab. 9) a na obrazku (Obr.
26) jsou popsany a graficky zobrazeny namétené aktivity CYP 3A a ¢asteCné 2B z jaternich

vzorkl. Aktivita enzymill ve vzorcich ze stfev nebyla detekovana.

Tab. 9: Aktivity CYP 3A a ¢astecné CYP 2B.

Aktivita CYP 3A, (2B) [pmol/min/mg]
A B D
jatra | samci 19,63 + 3 11 25,45+ 2 88 14,49 + 1 99
samice 22,14+ 233 19,53 + 2,21 38,04 + 4 21
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Obr. 26: Grafické porovnani aktivity CYP 3A a castecné CYP 2B u skupin ovci A (zelené), B (Cervene),

D (8ed¢) v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.

Specifické aktivity CYP 3A a ¢astecné 2B u samct i1 samic skupin ovei A i B se
statisticky vyznamné nelisi. Pohybuji se v rozmezi od 19,53 do 25,45 pmol/min/mg. Z toho
rozmezi vybocuje skupina D, u které je specificka aktivita enzymti u samcti niz$i a u samic
vysSi nez uvedené rozmezi. Podavani flubendazolu tedy podle vysledki nemé vliv na
biotransformac¢ni aktivitu CYP 3A a ¢astecné 2B. Rozdil v aktivité enzymu je patrny mezi

pohlavimi u ovci skupiny D.

5.3. Stanoveni aktivity CYP 2C9

Ke stanoveni aktivity cytochromu CYP 2C9 byla pouzita spektrofluorimetricka
metoda se standardnim ptidavkem HFC (viz kapitola 4.3.4). V nasledujici tabulce (Tab. 10)
a na obrazku (Obr. 27) jsou popsany a graficky zobrazeny naméiené aktivity CYP 2C9

z jaternich vzorki. Aktivita CYP 2C9 ve vzorcich ze stfev nebyla detekovana.

Tab. 10: Aktivity CYP 2C9.

Aktivita CYP 2C9 [pmol/min/mg]
A B D

jatra | samci 609,43 £ 50,24 926,60 + 64,72 640,32 + 70,16

samice | 610,18 = 52 07 875,16 = 27,52 1168,05 + 88,55
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Obr. 27: Grafické porovnani aktivity CYP 2C9 u skupin ovci A (zelené), B (Cervené), D (Sed¢)

v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

Z ciselného 1 grafického vyjadteni specifickych aktivit CYP 2C9 je viditelné zvySeni
aktivit u samct i u samic skupin B (926,60 a 875,16 pmol/min/mg) a u samic skupiny D
(1168,05 pmol/min/mg) oproti skupiné kontrolni (609,43 a 610,18 pmol/min/mg). Aktivita
enzymu samcl skupiny D se od kontrolni skupiny statisticky vyznamné nelisila. Lze tedy

usuzovat, ze podani flubendazolu oveim indukuje aktivitu CYP 2C9.

5.4. Stanoveni aktivity CYP 2E1, ¢astecné 1A1

Pro zjisténi aktivity cytochromu P450 2E1, ¢astecné 1A1 byla pouzita metoda HPLC
analyzy metabolitdi reakce enzymu s chlorzoxazonem (viz kapitola 4.3.5). V nasledujici
tabulce (Tab. 11) a na obrazku (Obr. 28) jsou popsany a graficky zobrazeny naméfené

aktivity CYP 2E1, ¢astecné 1Al.

Tab. 11: Aktivity CYP 2E1 a ¢asten¢ 1A1
Aktivita CYP 2E1, ¢asteéné 1A1 [pmol/min/mg]

A B D
jatra | samci 431,21 + 72,74 249,10 + 66,19 241,69 + 29,36
samice 402,99 + 77,88 166,63 + 85,53 169,02 + 155,19
stfeva| samci 3,57 + 2,22 0 0
samice 2,40 + 1,45 1,49 + 0,93 0,72 £ 0,51
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Obr. 28: Grafické porovnani aktivity CYP 2E1, castecné 1Al u skupin ovci A (zelen€), B (Cervene),

D (8ed€) v mikrosomalnich frakcich vzorkt z jater a stiev s ohledem na pohlavi testovanych zvifat.

Dle grafického znazornéni i vysledkii v tabulce vyplyvad, Ze nejvyssi specificka
aktivita CYP 2E1 a ¢aste¢n¢ 1Al z jaternich vzorkli byla naméfena u kontrolni skupiny ovci
A (samci 431,21 a samice 402,99 pmol/min/mg). Vysledky u skupiny B i D jsou statisticky
vyznamn¢ niz$i. Aktivita enzymu ziskané¢ho ze stiev byla také nejvyssi u skupiny A (3,57 a
samice 2,40 pmol/min/mg). U samct skupiny B a D nebyly dokonce detekovany zadné
aktivity enzymu a u samic byly hodnoty nizsi nez u skupiny A. Aplikace flubendazolu ma
tedy za nasledek snizeni aktivity tohoto cytochromu a to u obou pohlavi i u zvitat zdravych i

nemocnych.

5.5. Stanoveni aktivity flavinmonooxygenasy (FMO)

Ke stanoveni aktivity FMO byla pouzita spektrofotometrickd metoda stanoveni
tvorby S-oxidu thiobenamidu (viz kapitola 4.3.6). V nasledujici tabulce (Tab. 12) a na
obrazku (Obr. 29) jsou popsany a graficky zobrazeny namétené aktivity FMO z jaternich

vzorkil. Ve vzorcich ze stiev nebyla detekovana zadna aktivita FMO.
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Tab. 12: Aktivity FMO

Aktivita FMO [nmol/min/mg]
A B D

jatra| samci | 3,032+ 0,096 | 3,478+ 0,089 | 1,612 0,204

samice | 1,783+ 0,162 | 1,467 £ 0,274 | 1,547+ 0,138
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Obr. 29: Grafické porovnani aktivity FMO u skupin ovei A (zelen¢), B (Cervené), D (Sed€) v cytosolickych

frakcich vzorka z jater s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.

Nejvyssi aktivita byla naméfena u samct ze skupiny B 3,478 nmol/min/mg. Aktivita
FMO samct skupiny A byla 3,032 nmol/min/mg. Vyrazné nizsi aktivitu vykazovala FMO
samcu skupiny D 1,612 nmol/min/mg. Aktivity FMO samic ze vSech skupin se statisticky
nelisily, pohybovaly se v rozmezi od 1,467 nmol/min/mg do 1,783 nmol/min/mg. Z hodnot
namétenych specifickych aktivit FMO tedy vyplyva, ze podani flubendazolu u samct
aktivitu enzymu zvySuje a parazitdéza snizuje. U samic podéni flubendazolu nema za
nasledek vyrazné ovlivnéni aktivity enzymu. Statisticky vyznamny je pak 1 rozdil
v aktivitach FMO u samct a samic. Zda se, Zze samice maji aktivitu FMO nizsi (u skupin

ovci A a B zhruba o polovinu).
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5.6. Stanoveni aktivity redukénich enzymii

Aktivity redukénich enzymii byly stanoveny na zakladé proméfeni zmény
absorbance ve vzorku zpiisobeném vzajemnou preménou NADPH a NADP" (viz kapitola

43.7).

5.6.1. Stanoveni aktivity mikrosomalnich reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu

V mikrosomalni frakci je 4-pyridinkarboxaldehyd redukovan 3a-HSD. V nasledujici
tabulce (Tab. 13) a na obrazku ( Obr. 30) jsou popsany a graficky zobrazeny naméfené

aktivity mikrosomalnich reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu z jaternich a stievnich vzorkd.

Tab. 13: Aktivity mikrosomalnich reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu

Mikrosomy Aktivita reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 14,989 + 1,195 14,656 + 1,130 13,301 + 0,736

samice 17,480 = 1,288 12,910 = 1,142 12,821 £ 0,463

stfeva samci 1,032+ 0,551 0,869 + 0,234 4,555 + 1 275

samice 1,071+ 0,273 1,096 + 0,138 1,425+ 0,421

’ o Bl

samci samice samci samice

Aktivita mikrosomalnich reduktas 4-
pyridinkarboxaldehydu [nmol/min/mg]
(0]

jatra stfeva

Obr. 30: Grafické porovnani aktivity reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu u skupin ovei A (zeleng),
B (Cervené), D (Sed€) v mikrosomalnich frakcich vzorkli z jater a stfev s ohledem na pohlavi
testovanych zvifat.
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Hodnoty specifické aktivity mikrosomalnich reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu se
statisticky vyznamn¢ nelisi s vyjimkou samic skupiny A, kde aktivita dosahovala hodnoty
17,480 nmol/min/mg. V ostatnich pfipadech to bylo vrozmezi od 12,821 do 14,989
nmol/min/mg. Ve stievnich vzorcich statisticky vybocCovala také jen jedna hodnota a to
samci skupiny D (4,555 nmol/min/mg). Ostatni aktivity se pohybovaly v rozmezi od 0,869
do 1,425 nmol/min/mg. Oproti kontrolni skupiné tedy vykazuje 30-HSD ziskana z jater

inhibici u samic skupiny B a D a 3a-HSD ziskana ze stfev indukci u samcii skupiny D.

5.6.2. Stanoveni aktivity cytosolickych reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu

V cytosolické frakci je 4-pyridinkarboxaldehyd redukovan aldehydreduktasou
AKR 1A1. V dalSich metabolickych pfeménach mohou hrat roli i AKR 1C1, AKR 1C2,
AKR 1C4. V nasledujici tabulce (Tab. 14) a na obrazku (Obr. 31) jsou popsany a graficky
zobrazeny naméiené aktivity cytosolickych reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu z jaternich a

stfevnich vzorku.

Tab. 14: Aktivity cytosolickych reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu

Cytosol Aktivita reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 59,028 + 16,924 122,864 + 6,823 83,444 + 5328
samice 87,307 + 4,789 125,385 + 6,233 92,254 + g 301
stfeva samci 7,463 + 0,663 2,507 + 0,234 9,001 + 0,318
samice 6,876 = 0,402 3,834 + 0,641 9,045+ 0 532
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Obr. 31: Grafické porovnani aktivity reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu u skupin ovci A (zeleng),
B (Cervené), D (Sed€) v cytosolickych frakcich vzorki zjater a stfev sohledem na pohlavi

testovanych zvifat.

Specifické aktivity samcti a samic skupin A a D zjaternich vzorkll se statisticky
vyznamné nelisily. Pohybovaly se v rozmezi hodnot od 59,028 do 92,254 nmol/min/mg.
Hodnoty specifické aktivity samct i samic skupiny B z jaternich vzorka byly shodné kolem
125 nmol/min/mg. Lze tedy vypozorovat, ze jak u samct, tak u samic doSlo po podani
flubendazolu ke  zvySeni  enzymové  aktivity  cytosolickych  reduktas — 4-
pyridinkarboxaldehydu v jatrech. Naopak ve stfevech je ziejmé, ze po podani flubendazolu
doslo ke snizeni aktivity tohoto enzymu. Hodnoty specifické aktivity reduktasy se u skupin
A a D pohybovaly od 6,876 do 9,001 nmol/min/mg, kdezto u skupiny B kolem
3 nmol/min/mg.

5.6.3. Stanoveni aktivity reduktas acenaftenonu

Pfi stanoveni aktivit reduktas acenaftenonu byl méfen pfirastek absorbance ve
vzorku zptisobeny preménou NADP' na NADPH pfi oxidaci acenaftenolu na acenaftenon
katalyzované cytosolickymi aldoketoreduktasami AKR 1C1, AKR 1C2, AKR 1C3,
AKR 1C4. V nasledujici tabulce (Tab. 15) a na obrazku (Obr. 32) jsou popsany a graficky

zobrazeny naméiené aktivity reduktas acenaftenonu z jaternich a sttevnich vzorkd.
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Tab. 15: Aktivity reduktas acenaftenonu

Aktivita reduktas acenaftenonu [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 20,604 + 1,151 20,295 + 1,627 18,869 + 1,282
samice 20,462 + 0,953 26,716 + 1,368 18,535 + 0,902
stfeva samci 5,092 + 1 075 6,420 £ 1,124 6,743 + 2 258
samice 5,120 + 0,318 9,036 + 1,188 6,621 + 0,065
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Obr. 32: Grafické porovnani aktivity reduktas acenaftenonu u skupin ovci A (zelen¢), B (Cerveng), D (Sedg€)

v cytosolickych frakcich vzorkt z jater a stiev s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.

Specifick4 aktivita reduktas acenaftenonu v jatrech u samic skupiny B je statisticky

vyznamn¢ vys$i - 26,716 nmol/min/mg. Ostatni jaterni vzorky se v aktivité tohoto enzymu

statisticky vyznamné neli§i a dosahuji hodnot od 18,535 do 20,604 nmol/min/mg. Ve

sttevnich vzorcich se od ostatnich statisticky vyznamné odliSuji také samice skupiny B

s hodnotou aktivity 9,036 nmol/min/mg. Ostatni jaterni vzorky nabyvaji hodnot aktivity od

5,092 do 6,743 nmol/min/mg. Lze tedy usoudit, Ze podani flubendazolu zdravym zvitfatim

zpusobuje indukci reduktas acenaftenonu a to pouze u samic.
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5.6.4. Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu p¥i pH 6,0

Pii pH 6,0 ma nejvyssi aktivitu pfi redukci daunorubicinu v cytosolu bunck
AKR 1C2 a karbonylreduktasa. V nasledujici tabulce (Tab. 16) a na obrazku (Obr. 33) jsou
popsany a graficky zobrazeny naméfené aktivity reduktas daunorubicinu pii pH 6,0

z jaternich a stfevnich vzork.

Tab. 16: Aktivity reduktas daunorubicinu pii pH 6,0

Aktivita reduktas daunorubicinu pH 6 [nmol/min/mg]
A B D
jatra | samci 1,171+ 0,125 0,503 + 0,048 0,517 £ 0,050
samice 1,000 + 0,106 1,180 + 0,101 0,906 + 0,077
stfeva| samci 0,279+ 0,119 0 0
samice 0,143 £0,117 0,099 £0,060 0,112+ 0,068
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Obr. 33: Grafické porovnani aktivity reduktas daunorubicinu pii pH 6,0 u skupin ovci A (zelené),
B (Cervené), D (Sed€) v cytosolickych frakcich vzorki zjater a stfev sohledem na pohlavi

testovanych zvifat.

Statisticky vyznamny pokles aktivity reduktas daunorubicinu pti pH 6,0 ve vzorcich
z jater samcu je vidét u samct skupiny B a D (0,503 a 0,517 nmol/min/mg) proti kontrolni
skupiné (1,171 nmol/min/mg). Samice vykazuji vSechny podobnou aktivitu a to kolem

1,000 nmol/min/mg. Stejny trend lze pozorovat i u vzorkl ziskanych ze stfev. Aktivita
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samcu skupin B a D se oproti kontrolni skupiné (0,279 nmol/min/mg) snizila a nebyla
detekovatelnd. VSechny samice vykazovaly podobnou aktivitu kolem 0,1 nmol/min/mg. Lze
tedy fici, ze podani flubendazolu snizuje aktivitu reduktas daunorubicinu pii pH 6,0

zdravych i nemocnych u samct.

5.6.5. Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu p¥i pH 8,5

Pii pH 8,5 ma nejvyssi aktivitu pfi redukci daunorubicinu v cytosolu bunck
aldehydreduktasa. V nasledujici tabulce (Tab. 17) a na obrazku (Obr. 34) jsou popsany a
graficky zobrazeny namétené aktivity reduktas daunorubicinu pii pH 8,5 zjaternich a

stfevnich vzorku.

Tab. 17: Aktivity reduktas daunorubicinu pii pH 8,5

Aktivita reduktas daunorubicinu pH 8,5 [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 0,091 £ 0,031 0 0,166 + 0,098
samice 0 0,157 + 0,046 0,306 + 0,145
stfeva samci 0,238 + 0,098 0,545+ 0,123 0,376 £ 0,210
samice 0,173 + 0,152 0,330 = 0,054 0,471+ 0,192
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Obr. 34: Grafické porovnani aktivity reduktas daunorubicinu pii pH 8,5 u skupin ovci A (zeleng),
B (Cervené), D (Sed€) v cytosolickych frakcich vzorki zjater a stiev s ohledem na pohlavi

testovanych zvifat.
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Vzhledem k velmi malym aktivitim a k velkym odchylkdm naméfenych vysledki
nejsou statisticky vyznamné zadné rozdily v aktivité¢ reduktas daunorubicinu pii pH 8,5

v cytosolické frakci bunék.

5.6.6. Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldedyhu

DL-glyceraldehyd je vcytosolu redukovan aldehydreduktasou AKR 1Al
na glycerol. V nasledujici tabulce (Tab. 18) a na obrazku (Obr. 35) jsou popséany a graficky

zobrazeny naméiené aktivity reduktas DL-glyceraldehydu z jaternich a stfevnich vzorkd.

Tab. 18: Aktivity reduktas DL-glyceraldedyhu

Aktivita reduktas DL-glyceraldehydu [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 8,384 + 0,441 6,044 + 0 519 4,801+ 1,156
samice 5,789 + 0,266 7,385+ 0,628 5,973 £ 0,169
stfeva samci 0 3,380 £ 0,198 4,533 + 0,873
samice 0 3,915+ 0,212 4,618 = 0,484
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Obr. 35: Grafické porovnani aktivity reduktas DL-glyceraldedyhu u skupin ovci A (zelen¢€), B (Cervené),

D (Sedé€) v cytosolickych frakcich vzorku z jater a stfev s ohledem na pohlavi testovanych zvifat.

Z jaternich vzorkl se v aktivité reduktas DL-glyceraldehydu od ostatnich statisticky
vyznamn¢ 1i§i samci skupiny A (8,384 nmol/min/mg) a samice skupiny B (7,385
nmol/min/mg). Specifické aktivity enzymu ostatnich skupin se pohybuji od 4,801
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do 6,044 nmol/min/mg. U vzorka ze stfev skupiny A nebyly detekovany zadné aktivity a
u ostatnich skupin se hodnoty aktivity enzymu pohybovaly kolem 4 nmol/min/mg.
V jatrech doslo u zdravych i nemocnych samct ke snizeni aktivity, u zdravych samic vedlo
podéani flubendazolu ke zvySeni aktivity. Ve stfevni mukoze ziejmé doslo podanim

flubendazolu k indukci reduktas DL-glyceraldehydu.

5.6.7. Stanoveni aktivity reduktas ketoprofenu

Mezi reduktasy ketoprofenu patii cytosolické¢ dihydrodioldehydrogenasy AKR 1Cl1,
AKR 1C2, AKR 1C4. V nasledujici tabulce (Tab. 19) a na obrazku (Obr. 36) jsou popsany a

graficky zobrazeny namefené aktivity reduktas ketoprofenu z jaternich a sttevnich vzorkda.

Tab. 19: Aktivity reduktas ketoprofenu

Aktivita reduktas ketoprofenu [pmol/min/mg]
A B D
jatra samci 621,6 = 1357 417,8 £ 170,3 265,6 £ 110,2
samice 531,5+ 158,8 658,4 + 1756 556,0 + 126,4
stfeva samci 2941 + 163,9 233,5+ 183,5 405,6 = 254 4
samice 160,7 + 8 4 325,4 £ 56,6 399,5 + 159,8
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Obr. 36: Grafické porovnani aktivity reduktas ketoprofenu u skupin ovei A (zelen¢), B (Cerveng), D (Sed€)

v cytosolickych frakcich vzorkt z jater a stiev s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.
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Primérna specificka aktivita reduktas ketoprofenu se u vzorkl z jatek pohybovala
kolem 500 pmol/min/mg a u vzorkl ze sttev kolem 300 pmol/min/mg. Vzhledem k nizkym
aktivitam a velkym odchylkam v ptipadé tohoto enzymu podle namétenych vysledkl nelze
rici, jestli dochazi nebo nedochazi k ovlivnéni jeho aktivity podanim flubendazolu ani zda

se 1iSi metabolismus u samcu a samic.

5.6.8. Stanoveni aktivity mikrosomalnich reduktas metyraponu

V mikrosomalnich frakcich redukuje metyrapon enzym z rodiny kratkotetézcovych
dehydrogenas/reduktas 11B3-HSD1. V nasledujici tabulce (Tab. 20) a na obrazku (Obr. 37)

jsou zobrazeny namétené aktivity reduktas naloxonu z jaternich a stfevnich vzorkd.

Tab. 20: Aktivity mikrosomalnich reduktas metyraponu

Mikrosomy Aktivita reduktas metyraponu [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 1,146 + 0,513 0 0,406 +0 246
samice 0,550 = 0,541 0 0,292 + 0 224
streva | samci 0 0 0,595 + 0,403
samice 0 0 0,776 + 0,902
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Obr. 37: Grafické porovnani aktivity reduktas metyraponu skupin ovci A (zelené), B (Cervené), D (Sed¢)

v mikrosomalnich frakcich vzorkd z jater a stfev s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.
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Aktivitu mikrosomalnich reduktas metyraponu se podatilo detekovat jen u zvirat ze
skupin A a D. Zda se, ze u jaternich enzymt podani flubendazolu jejich aktivitu snizuje.

Jednotlivé vysledky méfeni jsou ale tak rozdilné, Ze je nelze spolehlivé hodnotit.

5.6.9. Stanoveni aktivity cytosolickych reduktas metyraponu

Metyrapon je redukovan na alkoholicky metabolit metyrapol cytosolickymi enzymy

nalezejicimi do nadrodiny aldoketoreduktas (dihydrodioldehydrogenasy a
karbonylreduktasa). V nasledujici tabulce (Tab. 21) a na obrazku (Obr. 38) jsou popsany a
graficky zobrazeny namétené aktivity cytosolickych reduktas metyraponu z jaternich a

stfevnich vzorku.

Tab. 21: Aktivity cytosolickych reduktas metyraponu

Cytosol Aktivita reduktas metyraponu [nmol/min/mg]

A

B

D

jatra

samci

0,662 + 0,097

0,992 + 0,179

0,487 + 0,237

samice

0,606 + 0,186

1,169 £ 0,272

0,654 + 0,097

stfeva

samci

0,053 £ 0,050

0,336 £ 0,135

0,194 £+ 0,100

samice

0,116 + 0,038

0,542 + 0,205

0
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Obr. 38: Grafické porovnani aktivity reduktas metyraponu skupin ovci A (zelen¢), B (Cerveng), D (Sed¢)

v cytosolickych frakcich vzorkl z jater a stfev s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.
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Namétené hodnoty specifické aktivity cytosolickych reduktas metyraponu samct a
samic skupin A a D ziskanych zjater se pohybovaly vrozmezi od 0,487 do
0,662 nmol/min/mg. Jaterni vzorky samct i samic skupiny B vykazovaly aktivitu tohoto
enzymu vyss$i a to kolem 1, 000 nmol/min/mg . Stejné tak vykazovaly vyssi aktivitu stfevni
vzorky ziskané ze samcli a samic skupiny B nad ostatnimi skupinami. Z vysledkii tedy
vyplyva, ze podani flubendazolu statisticky vyznamné zvysilo aktivitu tohoto enzymu a to

jak ve vzorcich jaternich, tak i stievnich.

5.6.10. Stanoveni aktivity reduktas naloxonu

Mezi reduktasy naloxonu patii cytosolické dihydrodioldehydrogenasy AKR 1Cl1,
AKR 1C2, AKR 1C4. V nasledujici tabulce (Tab. 22) a na obrazku (Obr. 39) jsou popsany a

graficky zobrazeny namefené aktivity reduktas naloxonu z jaternich a stfevnich vzorku.

Tab. 22: Aktivity reduktas naloxonu

Aktivita reduktas naloxonu [nmol/min/mg]
A B D
jatra samci 0,938 + 0,043 0,730 + 0,137 0,543 + 0,101
samice 0,829 + 0,129 1,167 + 0,160 1,101 + 0,129
stfeva samci 0,686 + 0,592 0 0,159 + 0,031

samice 0 0 0,261 + 0,079
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Obr. 39: Grafické porovnani aktivity reduktas naloxonu u skupin ovci A (zelen¢), B (Cerveng), D (Sedg€)
v cytosolickych frakcich vzorku z jater a stiev s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.

76



Specifické aktivity reduktas naloxonu dosahovaly ve vzorcich z jater hodnot 0,543
az 1,167 nmol/min/mg. Oproti kontrolni skupiné doslo u samct skupiny B i D k poklesu
aktivit enzymu, u samic skupiny B i D naopak ke vzristu aktivit. U vzorkd ze stiev

vykazovaly aktivitu pouze samci skupin A a D a samice skupiny D.

5.7. Stanoveni aktivity reduktas oracinu

Pro zjisténi aktivity reduktas oracinu v mikrosomalnich a cytosolickych frakcich
jaternich a stfevnich vzorkl byla pouzita metoda HPLC analyzy 11-dihydrooracinu, ktery

vznikd pfi reakci enzymi s oracinem (viz kapitola 4.3.8).

5.7.1. Stanoveni aktivity mikrosomalnich reduktas oracinu

V mikrosomalni frakci katalyzuje redukci oracinu 11pB-hydroxysteroiddehydrogenasa
typ 1. V nasledujici tabulce (Tab. 23) a na obrazku (Obr. 40) jsou popsany a graficky
zobrazeny naméfené aktivity mikrosomalnich reduktas oracinu z jaternich a stfevnich

vzorku.

Tab. 23: Aktivity mikrosomalnich reduktas oracinu

Mikrosomy Aktivita reduktas oracinu [pmol/min/mg]
A B D
jatra samci | 31,925+ 2510 | 58,451+ 1,812 | 49,424 + 1 895
samice| 54,591+ 5426 | 78,840 £ 2 471 | 44,411 + 8 232
stfeva | samci | 24,158 + 1,836 | 21,703 + 0,927 | 16,246 + 0,580
samice| 17,649 £ (0944 | 36,446 = 0 556 | 25,787 + 0,757
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Obr. 40: Grafické porovnani aktivity reduktas oracinu u skupin ovci A (zelen¢), B (Cervené), D (Sed€)
v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater a stfev s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

Aktivita mikrosomalnich reduktas oracinu z jaternich vzorkd byla vys$si u ovci
skupiny B (samci 58,451 a samice 78,840 pmol/min/mg) nez u ovci skupiny A (samci
31,925 a samice 54,591 pmol/min/mg) a skupiny D  (samci 49,424 a samice
44,411 pmol/min/mg). Tomuto trendu odpovidaji i vysledky aktivit enzymu ze stiev samic.
Samice skupiny B (36,446 pmol/min/mg) maji vyssi aktivitu nez samice skupiny A a D
skupiny D (16,246 pmol/min/mg). Z vysledkti v grafu je tedy ziejmé, ze 1éCba
flubendazolem vede ke zvySeni aktivity 11p3-HSD1.

5.7.2. Stanoveni aktivity cytosolickych reduktas oracinu

V cytosolu dochazi k redukci oracinu karbonylreduktasou a aldoketoreduktasami
AKR 1C1, AKR 1C2, AKR 1C4. V nasledujici tabulce (Tab. 24) a na obrazku (Obr. 41)
jsou popsany a graficky zobrazeny namétené aktivity cytosolickych reduktas oracinu

z jaternich a stfevnich vzorkda.

78



Tab. 24: Aktivita cytosolickych reduktas oracinu

Cytosol Aktivita reduktas oracinu [nmol/min/mg]

A B D

jatra | samci | 1,191+ 0,068 | 1,032+ 0,033 | 1,005+ 0,070

samice | 1,339+ 0,040 | 1,582+ 0,015 | 0,983 = 0,030

streva | samci | 0,455+ 0,012 | 0,505+ 0,051 | 0,577 + 0,051

samice | 0,584+ 0,021 | 0,782+ (0,203 | 0,704+ 0,012

1,8 1
1,6 -
1,4 -
1,2 -
1,0 -
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Aktivita cytosolickych reduktas oracinu
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Obr. 41: Grafické porovnani aktivity reduktas oracinu u skupin ovei A (zelené), B (Cervené), D (Sed¢)
v cytosolickych frakcich vzorkt z jater a stiev s ohledem na pohlavi testovanych zvirat.

Specifickd aktivita cytosolickych reduktas oracinu zjater samci skupiny A byla
1,191 mol/min/mg. Statisticky vyznamné se od ni liSily aktivity samct skupiny B i D,
u kterych se hodnoty aktivity snizily na 1,032 a 1,005 mol/min/mg. U samic doslo oproti
kontrolni  skupin€é A (1,339 nmol/min/mg) u skupiny B knartustu aktivity
(1,582 nmol/min/mg) a u skupiny D k poklesu aktivity (0,983 nmol/min/mg). Ve stfevech je
u samcil i samic vysledek shodny. Skupiny A a B se statisticky vyznamné nelisi, vzrast

aktivity je viditelny u skupiny D.
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5.8. Stanoveni aktivity glutathiontransferasy (GST)

Aktivita GST byla stanovena v cytosolickych frakcich jater a stiev ovci skupin A, B
a D. Stanoveni bylo provedeno spektrofotometrickym métenim ptirastku produktu reakce
mezi 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem a glutathionem katalyzované GST (viz kapitola 4.3.9).

V nasledujici tabulce (Tab. 25) a na obrazku (Obr. 42) jsou popsany a graficky zobrazeny

naméfené aktivity GST z jaternich a stfevnich vzork.

Tab. 25: Aktivity GST

Aktivita GST [umol/min/mg]
A B D
jatra | samci | 920,09 + 81,03 431,56 = 38,86 | 450,86 + 4930
samice | 344,66 = 106,95 | 589,70 = 43 82 | 563,33 £ 39,24
stfeva | samci | 169,59 £ 17 13 165,59 + 18 12 | 105,69 + 33 73
samice | 186,26 = 19 68 121,24 + 34 57 | 119,15+ 25 88
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Obr. 42: Grafické porovnani aktivity GST u skupin ovei A (zelen€), B (Cervene), D (Sed€) v cytosolickych

frakcich vzorkd z jater a stfev s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

Hodnoty specifické aktivity GST ziskané z jater samcti se statisticky vyznamné
neli§ily a pohybovaly se vrozmezi od 520,09 do 431,56 pumol/min/mg. U samic byl
vysledek u skupiny A nizsi (344,66 pmol/min/mg) nez u skupin B a D (589,70 a 563,33
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umol/min/mg). Stfevni vzorky samcti skupin A a B vykazovaly podobnou aktivitu (169,59 a

165,59 pmol/min/mg). Niz$i hodnota pak byla naméfena u samct skupiny D
(105,69 pmol/min/mg). U stfevnich vzorkll ziskanych ze samic byla hodnota aktivity u
skupiny A vyssi (186,26 pumol/min/mg) nez u skupin B a D (121,24 a
119,15 pmol/min/mg). Vzhledem k pomérné velkym odchylkdm u aktivit kontrolnich
skupin jaternich vzorki a samic skupiny B ve stfevnich vzorcich by se dalo ptedpokladat, ze
flubendazol neovlivituje aktivitu GST. Pfi pfitomnosti parazita je pak viditelné snizeni

aktivity u vzorku ze stiev.

5.9. Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

Aktivita UGT byla stanovena spektrofotometrickou metodou kvantifikovani
pfemény p-nirofenolu na p-nitrofenolglukuronid v mikrosomalni frakci jater a stfev (viz
kapitola 4.3.10). V nasledujici tabulce (Tab. 26) a na obrazku (Obr. 43) jsou popsany a

graficky zobrazeny namétené aktivity UGT z jaternich a stievnich vzorki.

Tab. 26: Aktivita UGT

Aktivita UGT n mol/min/mg
A B D
jatra | samci 7,007 £ 0,187 9,132 £ 0,556 6,923 + 0,196
samice 9,144 + 0 241 9,142 + 0 329 5,219 + 0,403
stfeva| samci 1,148 + 0,899 0,406 + 0 395 0,564 + 0 527
samice 1,392 + 0,886 1,727 + 0,593 0,479 + 0,334
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Obr. 43: Grafické porovnani aktivity UGT u skupin ovci A (zeleng), B (Cervené), D (Sed€)

v mikrosomalnich frakcich vzorki z jater a stifev s ohledem na pohlavi testovanych zvitat.

UGT ziskana z jater samct skupin A a D vykazovala téméf shodnou aktivitu kolem
7 nmol/min/mg. Statisticky vyznamné se liSila aktivita aktivita UGT samct skupiny B
(9,132 nmol/min/mg). U samic skupiny A a B byly shodné aktivity tohoto enzymu
s hodnotou 9,14 nmol/min/mg. Vyrazné niz$i aktivitu prokazala UGT samic ze skupiny D
(5,219 nmol/min/mg). Ve vzorcich stiev nebyly zadné statisticky vyznamné rozdily
v aktivit¢ UGT. Podle vysledkt lze tedy ptredpokladat, ze u UGT v jatrech samcii dochazi
po podani flubendazolu ke zvySeni aktivity a pii pfitomnosti parazita zlstava aktivita
shodna s kontrolni skupinou, u samic naopak flubendazol enzym neovliviiuje a parazit

zpuisobuje pokles aktivity.
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6. DISKUSE

Cilem prace bylo zjistit, zda a jak ovliviluje opakované podavani flubendazolu
biotransformacni enzymy ovce domaci. Do pokusu byly zahrnuty ovce ze tii skupin.
Skupina A byla kontrolni, ni¢im neovlivnéna. Skupiné ovci B byl ve tfech davkach podan
flubendazol a skupina D zahrnovala ovce infikované parazitickym cervem Haemonchus
contortus a nasledné lécené podanim trech davek flubendazolu. Z biotransformacnich
enzymil byly sledovany enzymy oxida¢ni, reduk¢ni i konjugacni.

Nejdiive byly zjater a stfev testovanych zvifat pripraveny subcelularni frakce
(mikrosomalni a cytosolické) metodou frakcni ultracentrifugace. Poté bylo nutné urcit
koncentraci bilkovin ve vzorcich. Nasledovalo proméfeni aktivit jednotlivych enzymt a
jejich pfepocet na specifickou aktivitu vztazenou pravé na 1lmg proteinu ve vzorku a na
1 minutu reakce. Po ziskani vSech vysledkl byly jednotlivé aktivity statisticky porovnany
pomoci Studentova neparového T-testu s nastavenou hladinou spolehlivosti na 0,95.

Vysledky aktivit jednotlivych enzymt kontrolnich skupin ovei byly porovnany
s hodnotami, které uvadi Szotdkova a kol. (2004). U vSech enzymt doslo k fadové shodé
vyslednych aktivit.

Koncentrace bilkovin v mikrosomalnich frakcich ziskanych ze vzorkll jater ovci
dosahovaly hodnot od 4,49 do 8,91 mg/ml. Stfevni vzorky obsahovaly od 2,94 do 4,18 mg
proteini na ml vzorku. Nejvice bilkovin obsahovaly vzorky =ziskané zjater samic
skupiny D. Hodnoty koncentraci bilkovin v cytosolickych frakcich ziskanych ze vzorka
jater si byly vSechny velmi podobné a to kolem 18 mg/ml. Obsah bilkovin u stfev se
pohyboval od 8,93 mg/ml do 12,98 mg/ml. Mezi koncentracemi bilkovin v mikrosomalnich
a cytosolickych frakcich byl pozorovan rozdil zhruba trojnasobny a to jak u vzorkl z jater,
tak ze stiev.

Zajimavé bylo porovnani vysledka specifickych aktivit cytochromi P450. U vétSiny
pozorovanych isoforem doslo ke zvySeni aktivity enzymi u samct skupiny B a u samic
skupiny D. U CYP 1A1, 1A2 a 2C9 bylo toto zvySeni 1,5 az 2nasobné. Lze tedy usoudit, ze
indukce CYP po podéni flubendazolu je u téchto isoforem zavisla na pohlavi. U samcii
indukuje tyto enzymy podani flubendazolu a u samic pfitomnost parazita. Toto zjiSténi
nekoresponduje s vysledky Savlika a kol. (2006), ktery uvadi, Ze u prasat nema podani
flubendazolu zadny vliv na aktivitu CYP 1A. Rozdilny vliv flubendazolu na CYP miize byt
dédn mezidruhovymi rozdily (Boobis a kol. 1990). Navic u prasete jako monogastrického

zvitete setrvava flubendazol v organismu kratsi dobu nez u ptezvykavcll — v naSem ptipade
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ovce — takze se muze projevit i vliv delsitho kontaktu organismu ovce s timto 1é¢ivem. Tuto
teorii potvrzuje i Lamka a kol. (2006), ktery popisuje, ze 1 jednorazové podani albendazolu
indukuje CYP 1A jiného piezvykavce - muflona.

U CYP 2B a 3A doslo k vyznamnému zvyseni aktivity pouze u samic skupiny D.
Skupina B nebyla nijak ovlivnéna, tudiz flubendazol nemé na aktivitu téchto enzymii vliv.
U samic nakazenych vlasovkou se projevil vliv onemocnéni.

U CYP 2E1 doslo ke snizeni aktivity u samct i samic skupin B a D. To znamena, Ze
podani flubendazolu aktivitu CYP 2E1 inhibuje u zdravych i nemocnych zvirat.

Aktivity flavinmonooxygenas se po podani flubendazolu u samct zvysily, u samic se
nezmenily. Statisticky vyznamny byl rozdil v aktivitich FMO u samct a samic. Zda se, ze
samice maji aktivitu FMO nizsi (u skupin ovci A a B zhruba o polovinu). V literatuie se
uvadi, ze u mysi maji samice aktivitu FMO 1 vys$$i nez samci, u potkana naopak nizsi a u
Cloveka je aktivita téchto enzyml na pohlavi nezavisla (Cherrington a kol. 1998). Jsou zde
tedy viditelné rozdily v aktivit¢ FMO mezi pohlavimi.

Ovlivnéni  redukénich enzymi se 1i§i podle jednotlivych  substrati.
U mikrosomalnich  reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu nebyly nalezeny  statisticky
vyznamné rozdily v aktivité. Cytosolické reduktasy 4-pyridinkarboxaldehydu z jaternich
vzorkll vykazovaly po podéani flubendazolu indukci. Vysledky aktivit skupiny B byly
statisticky vyznamné vyssi nez u skupin A a D. Ale u vzorkl ze stiev byly naopak aktivity
skupiny B statisticky vyznamné niz§i nez u skupin A a D. Z aktivit reduktas acenaftenonu
se od ostatnich hodnot lisily aktivity samic B a to jak v jatrech, tak ve stfevech. Podani
flubendazolu u samic tedy zplsobuje indukci reduktas acenaftenonu, mezi které patii
enzymy z podrodiny AKR 1C. K inhibici reduktas daunorubicinu pii pH 6,0 dochazi
u samcl. Samice u téchto reduktas nevykazuji statisticky vyznamné rozdily v aktivité.
Vzhledem k velkym odchylkdm naméfenych vysledkti v aktivité reduktas daunorubicinu
pii pH 8,5 nejsou statisticky vyznamné zadné rozdily. Aktivita reduktas DL-
glyceraldehydu u samcti ve skupin€ B klesala a u samic stoupala. Reduktasy ketoprofenu
se ve své aktivité neliSily a tak podani flubendazolu ani pohlavi nemaji vliv na aktivitu
téchto reduktas. Pro rozhodnuti o ovlivnéni mikrosomalnich reduktas metyraponu bylo
detekovano malo vysledki. Naproti tomu vysledky aktivit cytosolickych reduktas
metyraponu jednoznané ukazuji, ze vjatrech i1 ve stievech dochdzi po podani
flubendazolu k indukci tohoto enzymu. Tento vysledek se shoduje s vysledky u bazanti,
které uvadi Savlik a kol. (2007). Reduktasy naloxonu lze hodnotit pouze v jaternich

vzorcich a zde u samcii nedochdzi ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymu, u samic
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je ztetelnd indukce. Aktivita mikrosomalni 11B-HSD1 byla stanovena diky specifickému
substratu oracinu a vysledky prokazaly, ze podani flubendazolu je induktorem tohoto
enzymu. Cytosolické reduktasy oracinu ziskané z jater vykazovaly po podani flubendazolu
u samcu pokles a u samic narast aktivity, u skupiny D pak u samcti i samic pokles aktivity.
Ve stievnich vzorcich doslo k néarGstu aktivity pouze u skupiny D.

Podle jednotlivych skupin zvifat lze ovlivnéni redukénich enzymi shrnout
nasledovné. U samcl skupiny B byla v jatrech indukovana 11B-HSD1 a ve stfevech
karbonylreduktasa. Samice skupiny B vykazovaly v jatrech indukci 11B—-HSDI1 , AKR 1A,
1C 1 karbonyreduktasy, ve stfevech pak indukci 113-HSD1 a karbonylreduktasy. U samct
skupiny D v jatrech nebylo vyrazné ovlivnéni zadného enzymu, ve stfevech indukce
30-HSD a inhibice 11B-HSDI1. Samice skupiny D vykazovaly v jatrech inhibici 3a-HSD a
ve stfevech indukei 113-HSD1 a karbonylreduktasy.

Aktivity GST z jaternich vzorka byly zhruba trojnasobné vyssi nez aktivity GST ve
sttevech. Vysledky jednotlivych skupin se od sebe sice statisticky liSily, ale vzhledem
k pomérné velkym odchylkdm u kontrolnich skupin nelze predpokladat ovlivnéni aktivity
enzymu podavanim flubendazolu. Parazitoza méla vliv na zvySeni aktivity GST ve stfevnich
vzorcich.

UGT ziskand ze stfevnich vzorkd vykazovala podobnou aktivitu u vSech
porovnavanych skupin. Rozdil byl zaznamenan u jaternich vzorkll u skupiny A, kde samci
vykazovali nizsi aktivitu nez samice. Dle naméfenych vysledkl lze pak ptedpokladat, ze
u UGT v jatrech samcti dochdzi po podani flubendazolu ke zvySeni aktivity a pii
pritomnosti parazita zastava aktivita shodna s kontrolni skupinou. Naopak u samic podani
flubendazolu enzym neovliviiuje a parazit zptisobuje pokles aktivity. Lamka a kol. (2007)
popisuje, Zze podani albendazolu nemélo vliv na aktivitu UGT ziskanych z jater a stiev
muflonich samic nakazenych dikroceli6zou.

Pokud se po podani 1éCiva projevi indukce nékterého z biotransformacnich enzym,
miize to znamenat zdsah do vnitiniho prostiedi organismu. Enzymy jsou indukovany a
pfeménuji tedy rychleji své substraty, kterymi jsou jak xenobiotika, tak eobiotika. Pokud
léc¢ivo indukuje enzymy, kterymi je samo biotransformovano, znamena to, ze je rychleji
vylu€ovano a v organismu neni dosazeno terapeutickych hladin. V ptipadé anthelmintik pak
parazitujici ¢erv miize prezit aplikaci 1éCiva, aktivovat svoje obranné mechanismy a vytvaret
si rezistenci. Je-li zvife léCeno soucasné jinymi l€Civy, je zaroven ohrozen i 1éCebny efekt
téchto latek. V pfipad¢ inhibice biotransformacnich enzymi je IéCivo z organismu

vylucovano pomaleji, jeho hladiny jsou vyssi a pisobi vice toxicky.
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V této praci bylo prokazéano, ze opakovanym podavanim flubendazolu ovci domaci
se aktivita nékterych jejich biotransformacnich enzymi méni. To znamena, Ze by na tuto
skute¢nost mé¢l byt bran ztetel pii 1é¢eni a prevenci helmint6z i pti dalsi souCasné terapii

jiného onemocnéni.
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7. ZAVER

Z jater a sttevni mukdzy ovci zdravych kontrolnich, zdravych 1é¢enych flubendazolem a
experimentalné infikovanych vlasovkou slézovou a nasledné 1éCenych flubendazolem byly
ziskany subcelularni frakce. V téchto frakcich byly stanoveny specifické aktivity vybranych

biotransformacnich enzymu. Ze ziskanych vysledkti bylo zjisténo, ze:
- podavani flubendazolu neovlivije aktivitu: CYP 2B, CYP 3A, GST
- podavani flubendazolu ovliviiuje, inhibuje aktivitu: CYP 2E1

- podavani flubendazolu ovliviiuje aktivitu v zavislosti na pohlavi zvifete a na pritomnosti

parazitézy: CYP 1Al, CYP 1A2, CYP 2C9, FMO, UGT

- podavani flubendazolu ovliviiuje aktivitu redukénich enzymu:
- u zdravych, 1éCenych ovci vykazovala v jatrech indukei 11-HSDI, u samic
pak i AKR 1A, AKR 1C a karbonylreduktasa, ve stievni mukoze doslo
k indukeci karbonylreduktasy, u samic i 113-HSD1
- u nemocnych, lécenych ovci v jatrech doslo pouze k inhibici 3a-HSD u samic,
ve stievni mukdze u samcii k indukci 30-HSD a inhibici 11B-HSD1 a u samic

k indukci 11B-HSD1 a karbonylreduktasy
- vyrazné rozdily v aktivité mezi pohlavimi vykazuje: FMO
Opakované podavani flubendazolu ovci domdci méni aktivitu nékterych jejich
biotransformacnich enzymi. Na tuto skute¢nost by mel byt bran ztetel pti 1éCeni a prevenci

helmintéz 1 pii dalsi soucasné terapii jiného onemocnéni. Jisty vliv mad ovlivnéni

biotransformacnich enzymu hostitele i na stale rozsirenej$i helmintorezistenci.
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