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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickyched
Kandidat: Anna Ball6kova
Skolitel: Doc. Ing. Barbora Szotakov4, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Obranné mechanismy motolice kopinaigdp

¢idky anthelmintik

Dikroceliéza, helmintéoza Zgobenad motolici kopinatou Dicrocoelium
dendriticun), je celos¥tové vyznamné onemoeéni postihujici zejména hospaddké
ale i volrg Zijici prezvykavce. V satasnosti jedinym moznym prdgstkem v boji
stouto parazitozou je podavani anthelmintik. Bemdazolové anthelmintikum
albendazol je motolici kopinatou metabolizovanalmendazolsulfoxid, ale dosud neni
znamo, které enzymy jsou za tuto oxidaci zodpoe.

Tato prace se zaffila na identifikaci enzym (¢astnicich se metabolizmu
albendazolu u motolice kopinaté izolované z jatéiropert infikovanych muflonek
(Ovis Musimoi K urceni &asti enzymd na sulfoxidaci albendazolu bylo pouZzito
specifickych inhibitot jednotlivych enzym. Jako jediné &nné inhibitory pouZzité
vtéto préaci byly a-nafthylthiourea a methimazol, specifické inhibjtorpro
flavinmonooxygenasy. Indol-3-karbinol, ktery bylyiit také jako specificky inhibitor
tohoto enzymového systému, se jevil jako dedy. Déale byly pouzity inhibitory
3-amino-1,2,4-triazol pro katalasu, diethyldithiokantat a oktylamin pro cytochrom
P450 a kyselina salicylohydroxamova a merkaptosidtgoro peroxidasu a glutathion
peroxidasu. Inhibiceémito sloweninami nebyla prokazana. Na zaklaghneienych
vysledki zmeény specifické enzymové aktivity enzym v mikrosomalni i
mitochondrialni  frakci tato prace potvrdila roli zmatického systému

flavinmonooxygenas v sulfoxidaci albendazolu.
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ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Anna Ballokova
Supervisor: Doc. Ing. Barbora Szotakov4, Ph.D.
Title of diploma thesis Defence mechanisms of lancet fluke

against effects of anthelmintics

Dicroceliosis, helminthosis caused Bycrocoelium dendriticun{lancet fluke)
is worldwide spread infection of small ruminantsieTonly way of effective control of
this parasitosis is in administration of anthelnasit In lancet fluke, benzimidazole
anthelmintic albendazole metabolism via enzymatifogidation was found but no
information about albendazole oxidases is available

The aim of this work was to identify enzymes invadvin the metabolism of
albendazole inDicrocoelium dendriticumisolated from naturally infected mouflons
(Ovis musimoh To determinate the involved enzymes some of tleeiBp inhibitors
were used. The only effective inhibitors used iis thork werea-nafthylthiourea and
methimazole, specific inhibitors of flavin-contaigi monooxygenases. Indole-3-
carbinole, used as the specific inhibitor of theneanzymatic system, was without any
effect. Other inhibitors were wused: 3-amino-1,2idzole for catalase,
diethyldithiocarbamate and octylamine for cytocheo®450 and salicylohydroxamic
acid and mercaptosuccinate for peroxidase andtglataperoxidase. These inhibitors
had no effect on enzyme activities tested. We cated that the sulphoxidation of

albendazole is mediated via flavin-containing motygenases.
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1 UvVOD

Biochemické pochody zabezpgici Zivot organizmu jako takového jsou
bezpochyby fitomny u kazdého ziwiSného druhu, tauz je to jedin& hika baktérie
nebo lidsky organizmus. Biochemickym pochod podléhaji latky, které tizeme
jednoduse roziit na eobiotika (latkydlu vliastni) a xenobiotikéatky telu cizi).

Metabolické pemeny xenobiotika jsou pro organizmy velice vyznamegrgEna
z hlediska obrany proti toxickym vlastnostem tsqbeni xenobiotika. Pokud se vSak
jedna o parazity, kietimto zpisobem deaktivuji latky pouzivané v terapii protnéa
parazitdze, je tento jev nezadouci.

Dikroceli6za - helmintéza Zpobend motolici kopinatou Dicrocoelium
dendriticun) - je v sodasnosti povazovana za celd®we vyznamné, avSak dosud
relativneé malo prozkoumané onemagn domacich a volnZijicich zviat (Otranto a
Traversa 2003) ¢lovéka. Jedna se o jednu z Sesticasfji se vyskytujicich helmintéz
hospodéskych pezvykavé (Hiepe 1994), dikroceli6za ale také v nemaléremi
postihuje vol® Zijici zvirata.

Jedinym zatim vSeobeg&prijatelnym prostedkem v boji s motolici kopinatou je
farmakoterapie a farmakoprofylaxe provad v ohroZenycki napadenych chovech
s vyuzitim vhodnych anthelmintik (antitrematod). IMe ¢asto jsou podavana prav
benzimidazolovd anthelmintika (napalbendazol). Tato é&va podléhaji po podani
velmi rychle biotransformaci.

Benzimidazolové anthelmintikum albendazol je maioli kopinatou
metabolizovano na anthelmintickgiany albendazolsulfoxid, ale dosud neni znamo,
které enzymy jsou za tuto oxidaci zodpdré. Proto néplni této prace bylo potvrdit
resp. vylodit Ucast jednotlivych enzymatickych syst&énmmotolice kopinaté na

sulfoxidaci jednoho z nejpouzivggich anthelmintik albendazolu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Dikrocelidoza

Dikroceliéza je onemoemi zpisobené motolici kopinatou. Motolice kopinata
(Dicrocoelium  dendriticum synonymum D. lanceolatum Dicrocoelidae,
Platyhelminthes, Scoleciyige plochycerv s ptihlednym €&lem dosahujicim délky 5 az
15 mm a &ky 1,5 az 3 mm. Je parazitem sawetns ¢lovéka, s vyskytem fedevsim u
piezvykava@. Areal roz&ieni je rozsahly, zahrnuje Evropu, Severni Afrikevé&ni
Ameriku, Asii (Eckert a Hertzberg 1994).

Motolice kopinata pdt mezi distomni motolice $ihostitelskym cyklem
vazanym na suchozemskeé plze. Jeji wntaweda vajtka maji ovalny tvar a jsou velmi
mala (36-4%20-30um). Dokazi pezit i nepiznivé podminky jako ndfklad velké
sucho nebo zimu, a to az jeden ragkgpwasném zachovani inf&kosti. Obsahuji prvni
vyvojové stadium - miracidium, obrvenou larvu. RBigicky cyklus motolice trva
priblizn¢ 6 mesial a je nepimy. Zahrnuje dva mezihostitele a jednoho definitino
hostitele.

Prvnimi mezihostiteli, k¢ pozou ve vajéku se vyvijejici miracidium, jsou plzi
rodi Zeberina, Helicellaa Theba vyskytujici se hlavé v susSich vapencovych
oblastech. V jejich utrobach se vyvijeji sporocgitgerkarie, které plzi posléze vytou
v podolg slizovych kouli. V druhém mezihostiteli, kterym fjeravenec roddrormica
nebo Tetramorium dochazi kvyvoji encystovanych metacerkarii. Uhoto
mezihostitele je mozné pozorovat ukazkové owinhinchovani hostitele parazitem.
Obycejre jedna nebo dvcerkarie migruji, namisto k zatkel, k podjicnovému gangliu
mravence, odkud potom ovladaji jeho chovani. Infda jedinci vylézaji na stébla
trav, kde se zakousnou, a tak se zvySuje graadbbnost jejich pdeni definitivnim
hostitelem p pastw. Pokud hrozi fehrati a vyschnuti mravence, motolice umozni
povolit stisk kusadel a mravenec séza skryt. Vyvoje v definitivnim hostiteli, mezi
které pati hlavre prezvykavci, dale pak kralici, prasata, psi, kave vyjim&nych
piipadech &lovek, jsou schopny pouze metacerkarie, které se em@lst Po excystaci
ve stew migruji do Zlk&ovodi, alternativ i pres portalni vénu a jaterni parenchym
(Volf a Horak 2007).

Dikroceliéza je zoon6zou. K infekci lidi (zvl&Stiti) maze dojit po nahodném
poZeni druhého mezihostitele tj. infikovaného mravenédinickd manifestace

-9-



dikrocelidzy u ¢lovéka se projevuje zazivacimi problémy, flatulencirazenim,
priajmem, zacpou a ztimikovou kolikou (Jira 1998, Karadag et al. 2005).

Klinické symptomy dikroceliozy u ziat nejsou specifické a infekce probiha
vétSinou inaparenth U silnych infekci (vice nezékolik tisic dosglych dikrocelii
v napadeném jedinci) se choroba projevuje anérkiérém, Ubytkem hmotnosti a
naruSenim reprodgkich ukazatel chovu (JuraSek a Dubinsky 1993).

Dikroceliéza méa negativni vliv zvl&Snha fist a vyvoj mladych zvat. V jatrech
definitivniho hostitele fisobi motolice akutni zé&h intrahepatélnich biliarnich dukt
ktery postups prechazi na chronickou formu s typickymi znaky jaka3teni dukf,
jejich glandularni hyperplazie, proliferace a deskace mukozy (Rahko 1972).
Patologické zrny vznikaji nejen fisobenim toxickych produki které uvohuje
parazit, ale i mechanickym drasdm sgny duki tély paraziti (Hillyer a Hopla 1998).

Diagnostika dikroceliézy je stale ifgvazr zaloZzena na detekci végk
v exkrementech hostitele post-mortenvySeteni jaterni tkd& V poslednich letech je
v popredi zajmu vyvoj vhodné imunodiagnostické metodyrg@tib a Traversa 2002,
Sanchez-Antrade et al. 2003, Manga- Gonzalez 20dl4, Revilla-Nuin et al. 2005).
Vysledky zatim nejsou optimalni a spolehliv&dmuz niize gispivat relativi vysoka
variabilita genomu motolic kopinatych (Sandovahket1999).

-10 -
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TRENDS in Parasitology
Obr. 1 — Vyvojova stadia motolice kopinaté, (a) désp motolice, (b) vajika
obsahujici obrvenou larvu, (c) miracidium, (d) #icé sporocyty vyistajici
z matéského sporocytu, (e) cerkarie, (f) slizové kouledukované plzem, (g), (h)
metacerkérie (Otrando a Traversa 2003).

2.2 Moznosti prevence a léby dikrocelidzy

Kontrola dikroceliézy zfisobené motolici kopinatou neni dodnes zcela
uspokojiva. Zahrnuje zejména striktni zasady chauadekvatni farmakoterapii
(Otrando a Traversa 2003).

Nefarmakologickych metod, které se daji v prevetd&to nakazy pouzit, je
n¢kolik. Jsou to opdéeni chovatdl z hlediska doby pastvy, jako je restrikce paseni
zvirat v brzkych rannich hodinach, nebo naopak v pakdw@&ernich hodinach, kdy je
vySSi pravdpodobnost vyskytu mraveica vrcholcich trav. Déle je moZzné se 28

-11 -



proti mezihostitelm parazita, nagklad pouzitim kyanidu vapenatého (latka zabijejici
mekkyse) nebo jinych chemickych préstlki. Tato metoda vSak nenfilis vhodna jak

z hlediska vysokych naklad tak i z ekologického hlediska. Alternativni medad
prevence by mohl byt chovidreZze v mist vyskytu nakazy. Doslo by tak k vyhubeni
mekkySi a mravent (Badie a Rodeland 1988).

Strategie terapie dikroceliézy je u vSech druapadenych zidt prevazr
totozna. Je mozné pouzitkolik latek. Jednd se o benzimidazolova anthelinti
(albendazol), anthelmintika fady prazinoisochinolinovych derivat(prazikvantel),
ztady halogenovanych salicylanilid (klosantel) a jiné latky (diamfenetid).
V sowasnosti jsou ugdnosiiovana benzimidazolovd anthelmintika (Plumb 1999).
Benzimidazoly (albendazol, fenbendazol, mebendazahbendazol, thiobendazol) a
probenzimidazoly (thiaphanat, netobimin) jsou peagay proti motolici kopinaté ve
vySSich davkach nez u oblyatervi a tasemnic, a to s Gugmosti 63,2 az 100 %
v zavislosti na latce, davce atgpbu podani (Otrando a Traversa 2002). Na zéklad
epidemiologie motolice kopinaté a jejich mezihesiitje vhodné podrobit zkata I&bé
dva az tikrat ratné, nejlépe ped z&atkem jara a if@d zazimovanim na podzim
(Otrando a Traversa 2003).

Prevazna cast populace doslych dikrocélii se vSak nachazi v uZzSich a
chronickym procesem zinénych biliarnich duktech, a tak jednorazové podéuiv|
vétSinou nedosahne zZadan&ninosti, a je nutné tato d&a podavat opakov&na ve
vySSich davkach. Naslednym problémem se téakenstat skutaost, Zze anthelmintika
opakovanym podanim zZeitim ztrdci svoji dinnost, neboli dochazi k vyvoji
helmintorezistence (Kdhler 2001, Coles a Staff@@1). Situaci vSeobeé&rkomplikuje
omezené mnozstvi vhodnych ¢ a omezend znalost schopnosti parazita

biotransformovat pouzivana anthelmintika.

-12 -



2.3 Enzymaticky systém helminti

V I. fazi biotransformace podstupuje xenobiotikunorganizmu oxidativni,
redulkéni nebo hydrolytickou transformaci.

Po mnoho let byly za nejtezit€¢jSi enzymy dastnici se metabolizmu
xenobiotika u helmirit povaZzovany reduktasy a hydrolasy (Precious a Bat@89,
Barrett 1997). U mnoha helminbyla potvrzena jak reddki (Cvilink et al. 2009a), tak
hydrolyticka (Barrett 1997) biotransformace.

Naopak az do nedavna sedegpokladalo, Ze u helmint chybi systém
cytochromu P450 (CYP), ktery zabegpg biotransformaci xenobiotik i eobiotik t€m
u vSech ZiveiSnych druli (Precious a Barrett 1989, Barrett 1997). Vésmmosti vSak
existuje mnoho dokladnejen o pitomnosti gef kédujicich CYP, ale také o aktiwit
nékterych enzym z této rodiny u &kolika helminfi (Cvilink et al. 2009a).

Ucast na metabolizmugkterych xenobiotik byla popsana také pro peroxidasy
(Barrett 1997) a bylo zji8ho, Ze oxidace f¥e byt zprosedkovana takeé
flavinmonooxygenasami (Cvilink et al. 2009a).

Z konjug&nich enzynmi byla nalezena u mnoha helminaktivita glutathion
S-transferasy (Cvilink et al. 2009a). U jednotliaydruhi helminti se tento enzym liSi
jak svou substratovou specifitou, tak katalytickaktivitou, a je také mozné naijit
rozdily pimo v samotné strukite enzymu (Sheehan et al. 2001). Kéo@®ST byla u
nékterych helmint nalezena také aktivita dalSich konjagih enzyni, jako jsou
nagiklad N-acetyltransferasa (Isaac et al. 1991) tosahsferasa (Pica-Mattoccia et al.
2006).

2.3.1 Antioxidaéni enzymy helminti

Zviteci riSe poskytuje po dobu té&mncelé své existence vhodné piesi pro
parazitické helminty. Je tgmé, Ze u d&hto parazii musi existovat @ity
mechanizmus, pomoci kterého se Iépe adaptuji renoBrmechanizmy svého hostitele
(Bruschi a Lucchi 2001).

Z raiznych adaptaich mechaniziin parazitickych helmirit se zdaji byt

Mrivriw s
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hostitele, které jsou proérskodlivé, nebo tyto komponenty neutralizujfikladem je
inhibice fagocytujicich buik parazitemTrichinella spiralis (Bruschi et al. 2000) nebo
parazitem Echinococcus granulosugRigand et al. 2001). (2) u helmintdochazi
k expresi antioxidénich enzyni, které slouzi k obranpred oxidanty produkovanymi
imunitnim systémem hostitelského organizmu (Bruschiicchi 2001).

Za predpokladu, Ze antioxidai enzymy produkované helminty hrajileZitou
roli v deaktivaci obrannych mechanianmostitele parazitem, inhibic&dhto enzyni
pomoci imuno- nebo chemoterapie by mohla byt cesteliminaci helmini (Bruschi a
Lucchi 2001).

2.3.1.1Superoxid dismutasa

Superoxid dismutasa (SOD) je jednim ze zakladnictulazitych enzyni
identifikovanych u ¥tSiny helminti (Rhoads 1983, Batra et al. 1992, Hong et al. 1992,
Mei et al. 1995). Katalyzuje dismutaci superoxidow@nionu (@) na peroxid (HO,) a
kyslik (O,). Superoxidovy anion vznika jednoelektronovou texukysliku, i
autooxidaci flavii, hydrochinolo, katecholamif, thioli, tetrahydropterih a
hematoproteifi. Mohou z gho vznikat dalSi reaktivni formy kysliku jako jepiitklad
hydroxylovy radikél, peroxynitrit a kyselina chl@n SOD urychluje dismutaci
superoxidu d@tyfti fady a tim chrani organizmugeg oxid&nim stresem.

SOD existuje veiech zakladnich formach navzajem se liSicich atorkewu,
ktery se nachazi v aktivnim mistnzymu. SOD obsahujici atom Zeleza (FeSOD) byla
nalezena u protozaias a gkterych vysSich organizim SOD obsahujici atom manganu
(MnSOD) byla ve vysokych koncentracich identifiknaa mitochondriich (Wiesiger a
Fridovich 1973), stefhjako SOD obsahujici &’/zinek (Cu/ZnSOD), u &tSiny zviat
véetre helminti (McCord a Fridovich 1969).

-14 -



Obr. 2 — Lidska mitochondrialni MNnSOD (Superoxide disnseta Wikipedia, the free
encyclopedia [online])

Inhibitorem tohoto enzymu je diethyldithiokarbant@DC) (Bumay et al. 2005,
Matsumura et al. 2001).

S
I
N-C~sH
—/
Obr. 3 — Chemicka struktura diethyldithiokarbamat

2.3.1.2Katalasa

Katalasa je tetramerni protein ity oxidoreduktas. Kazda jeji podjednotka
obsahuje hematin jako prostetickou skupinu, a dikyu je tento enzym schopen
pienaset elektrony. Katalyzuje dismutaci peroxiduikodve vysSich koncentracich je
toxicky) na vodu a kyslik, slouZi tedy jako antident. Navazuje spolu s peroxidasami
na ¢innost SOD. Je iftomna ve ¥tSiné organiznii a tkani, avSak nenachazi se
v anaerobech. Jeji aktivita byla nalezena také&kienych hlistic (Bruschi a Lucchi
2001).
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Obr. 4 — Struktura enzymu katalasy (Catalase - Wikipeth&, free encyclopedia
[online])

Mezi inhibitory katalasy pé#t 3-amino-1,2,4- triazol (AT) (Bayliak et al. 2008,
Halliwell a Gutteridge 1999a).

NH,

Obr. 5 — Chemicka struktura 3-amino-1,2,4,- triazolu

2.3.1.3Peroxidasy

Peroxidasy reprezentuji vyznamnou skupinu engyikteré jsou efektivni
v biotransformaci fendl azobarviv, redulnich metabolii nitro-aromat a
aromatickych amit. Peroxidasy redukuji peroxid vodiku (nebo jiné opéty) za
souwasné oxidace dalSi sléeniny (endogenni latky nebo xenobiotika).

Funkci spolénou pro vSechny peroxidasy je schopnost detoxikd¥#D,,
zatimco spektrum oxidovanych st@min je velmi Siroké. Peroxidasy jsou bahat
zastoupeny ifedevSim v rostlinn&isSi a v nizSich houbach, m&mak v tkanich
Zivocichi a mikrobialnich bitkach. Typickou vlastnosti peroxidas je schopnost
katalyzovat velké mnozstviiznych typi reakci (klasické peroxidasoveé redoxni reakce
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vedouci k dehydrogenaci, halogenace a dehalogewaaace halogenid oxidani
kondenzace aromatickych amjnoxidaini polykondenzace fenolu a jeho deriyat
degradace ligniin dekarboxylani reakce, oxidéni S€peni azoskupiny).

Peroxidasy jsou &sSinou hemoglykoproteiny (Stiborova et al. 200®jich
prostetickou skupinu t¥0 obvykle ferriprotoporfyrin IX. EXistuji peroxidgs
s pozménénym porfyrinovym skeletem, v jinych porfyrinovy dke dokonce chybi.
Takové peroxidasy obsahuji ffajpnty manganu (Mf) nebo vanadu (V) (Stiborova
et al. 2000). Prav podle charakteru aktivniho mista jsou peroxidagyxny do ti
skupin — hemové peroxidasy, vanadové a ostatnijusy.

Obr. 20 — Struktura peroxidasy izolované ieku selského (Veitch 2004)

Katalyticky cyklus peroxidas je zahajen vazbowOH nebo jiného peroxidu
(ROOH) na nativni peroxidasujigemz se enzym aktivuje. Vznikla sk@mnina | nese
aktivovany kyslik. BFtomnost reaktivniho radikalu je prajgbdobre pricinou
nestability slodeniny a jeji kratké doby Zivota @@&dech sekund a. minut) v zavislosti
na druhu peroxidasy a na koncentraciObl Reakci sloteniny | se substratem
(donorem elektraii) vznika slogenina Il (Smulevich et al. 1994) a radikél substrat
Elektronem vytrzenym z molekuly substratu se dogkficit na porfyrinovém skeletu
nebo na aminokyselinovém zbytku peroxidasy. Cykl@sizavira reakci sloeniny I

s dalSi molekulou substratuigemz se obnovi peroxidasa v zakladnim, nativninustav
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Mezi inhibitory peroxidas p#&t merkaptosukcinat (MS) (Baud et al. 2004,
Sokolova et al. 2001) a kyselina salicylhydroxam¢8&iK) (Allan a Walker 1988,
Ikeda-Saito et al. 1999, Weis et al. 1996).

2.3.1.4Glutathionperoxidasa

Glutathionperoxidasa (GPx) je tetramerifiatdo ¥idy oxidoreduktas. Sklada se
z identickych podjednotek, z nichz kazda obsahwge svém aktivnim mist selen
kovalentr vazany na molekulu cysteinu. Existugkalik jejich forem, GPx1 az GPx5.
Jejim hlavnim Ukolem je eliminace peroxidu vodikie lokalizovand v cytosolu a
mitochondriich a jeji aktivita byla nalezena veadl$esa¥ich tkanich. Byla také
identifikovana, i kdyz v nizkych koncentracich, &3Smy helminti (Bruschi a Lucchi
2001).

Obr. 6 — Chemicka struktura GPx1 (Glutathione peroxidasé/ikipedia, the free

encyclopedia [online])
Mezi inhibitory glutathionperoxidasy pgatmerkaptosukcinat (MS) (Baud et al.

2004, Sokolova et al. 2001) a kyselina salicylhydroova (SHK) (Allan a Walker
1988, lkeda-Saito et al. 1999, Weis et al. 1996).
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Obr. 7 — Chemicka struktura merkaptosukcinatu, ionizovianda

OH

"OH
O

Obr. 8 — Chemicka struktura kyseliny salicylhydroxamové

2.3.1.5Glutathion S-transferasa

Glutathion S-transferasa (GST) je enzym druhé fézdetransformace
katalyzujici konjugaci substfats glutathionem (GSH). Tento fyziologicky vyznamny
tripeptid §-glutamylcysteinylglycin) ma kroghucasti na biotransformaci xenobiotik i
dalSi funkce. Je silnym nukleofilnim konjugém cinidlem, které reaguje s latkami
obsahujicimi elektrofilni atom uhliku nebo jiny li®filni heteroatom (O, N, S). GST
se v organismu nachazeji vétsiné tkani, na subcelularni drovni jsou lokalizovany
pievazmr v cytosolu (Parkinson 2001).

Tento enzym péi do rodiny dimerickych izoenzyimasociovanych k membrén
a k cytosolu. Jednou z jeho Uloh je odstrgani hydroperoxidl lipidu (ale ne peroxidu
vodiku), funguje tedy jako antioxidant (Brophy arih 1990, Roche et al. 1996). Tato
jeji role byla popsana wkterych helmini (Bruschi a Lucchi 2001).
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Obr. 9 — Chemicka struktura GST (Glutathione S-transterasVikipedia, the free

encyclopedia [online])

2.3.1.6Peroxiredoxin

Peroxiredoxiny jsou novou rodinou antioxidéch enzynmi, ktera je
charakteristicka ifitomnosti -SH skupin ve své molekule. Role peraldsenu spdiva
v redukci peroxidu vodiku za stasné vlastni oxidace. Naslédje regenerovan
thioredoxinem a ten zase thioredoxinreduktasou iwajizi NADPH. Dle
experimentalnich genetickych modifikaci se systéemoxiredoxin/thioredoxin jevi
Peroxiredoxiny jsou rozdkeny do ti rodin na zaklagl sekvence aminokyselin. Jsou to
typicky 2-Cys peroxiredoxin, 2-Cys atypicky peredoxin a 1-Cys peroxiredoxin
(Claiborne et al. 1999).

Predpoklada se, Ze wah helminfi, u kterych byla nalezena vysoka aktivita
SOD a zarove chybi aktivita GPx, jsou prév peroxiredoxiny navazujicim

detoxifikatnim enzymem (McGonigle et al. 1998).
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Obr. 10 — Struktura bakterialniho peroxiredoxinu (Peroxirdd - Wikipedia, the free

encyclopedia [online])

2.3.1.7Antioxida¢ni enzymy motolice jaterni

Motolice jaterni Fasciola hepaticpje jednim z Bkolika helminti, u nichz byly
zkoumany a popsany enzymatické systémy. Vzhledeaml, Ze tento helmint sdili
s motolici kopinatou jak fidu (Trematoda), tak paddu (Digenea), jsou tedy
nejblizSimi @ibuznymi druhy, je mozné usuzovat o jejich podoktinos/e spektru
enzymi.

Co se t¢e SOD, byla u tohoto druhu nalezena extracelul@mia Cu/ZnSOD
(Piacenza et al. 1998) a také jeji cytosolicka Bi(kim et al. 2000). Také pro enzym
GST byla namfena vysoka aktivita, zejména pro izoenzym GST 47, --51,
lokalizovana v parenchymu a intestinalnich lameldobkglych helminti (Creaney et
al. 1995).

U motolice jaterni byla jakotbec prvni identifikovana kompletni sekvence
peroxiredoxinu (McGonigle et al. 1997). Byl ideikdvan jako 2-cys enzym akti¥n
sekretovany v médiu, kde vystupoval proti oxidamtprodukovanym hostitelskym
organizmem (McGonigle et al. 1997)redpoklada se, Ze tento enzyredstavuje
hlavni strategii detoxikace peroxidu vodiku (McGgaiet al. 1997). Zatim zadné studie
neprokazaly fitomnost katalasy v motolici jaterni a pouze madétivitu GPx (Bruschi
a Lucchi 2001).
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2.4 Metabolizmus albendazolu

Albendazol (ABZ) je Sirokospektré anthelmintikum gleupiny benzimidazal
pouZivané v terapiiiznych parazitdz Zisobenych helminty. Siroce se upilae jak ve
veterinarni, tak v humanni medigifMarques et al., 1999).tBobi na vSechna stadia
helminti, to znamena na larvy i na détpjedince. Jeho mechanizmusinku spa&iva
v blokadt energetického metabolizmu parazita piedictvim degenerace mikrotubul
strevnich bugk parazita, v dsledku¢ehoz dochézi ke snizeni tvorby ATP.

Jeho metabolizmus Ize sledovat ékaolika krocich. V organizmu po oralnim,
parenteralnim nebo intraruminalnim podani je ABZchtg oxidovan na
albendazolsulfoxid (ABSZO) (Marriner a Bogan 1980sarez et al. 1999, Hennessy et
al. 1989). ABZSO je zodpedny za anthelmintickou aktivitu a také za potendial
embryondlni toxicitu u gkterych druli zvirat (Camphel 1990, Gottschal et al. 1990,
Mantovani et al. 1995, Cristofol et al. 2001). ABZ3lale podléha biokonverzi na
albendazolsulfon (ABZSOO), ktery je farmakologickgaktivni (Lacey 1990, Lubega
et al. 1991).

Flavinmonooxygenasa (FMQO) a cytochrom P4503A (CYPRBAuU mediatory
konverze ABZ na ABZSO, ipmeéna ABZSO na ABZSOO je katalyzovana pouze
cytochromem P4501A (el Amri et al. 1987, Moronakt1995).

ABZ je metabolizovan na dwenantiomerni formy: (-)-ABZSO a (+)-ABZSO. Je
znamé, ze systém CYP3A generuje zejména (-)-ABZ3&imco FMO systém
produkuje selektivé (+)-ABZSO (Moroni et al. 1995). ABZSO je povazovaam aktivni
metabolit (Camphell 1990, Gottschall et al. 199@)e farmakodynamika obou
enantiomel neni zatim dostate¢ objasgna. Na zékla#l rozdili enantiomet v jejich
difuzi do parazita, navazani na tubulinovy protimetabolizmus v organizmu parazita
(Alvarez et al. 1999, Solana et al. 2001), je (BZSO povazovan za hlavni

komponentu zodpadnou za anthelmintickou aktivitu (Solana et al. 200
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Obr. 11 — Metabolick& draha albendazolu (Cristofol et aDD)

2.5 Enzymy U¢astnici se metabolizmu albendazolu

Vzhledem kvySe uvedenym dosud znamym znalostem etabulizmu
albendazolu se tato diplomova prace &ala na potvrzeni respektive vyldeni &asti
nékterych enzym na sulfoxidaci ABZ na ABZSO. Jednalo se o tyto yeny:
flavinmonooxygenasy, cytochrom P450, peroxidasy ap. 2.3.1.3 a kap. 2.3.1.4),
katalasy (viz kap. 2.3.1.2) a superoxiddismutasukap. 2.3.1.1).
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2.5.1 Flavinmonooxygenasy

Flavinmonooxygenasy (FMO) gatdo skupiny monooxygena$yto enzymove
systémy katalyzuji inkorporaci jednoho atomu kyslido molekuly hydrofobniho
substratu, pcemz druhy atom kysliku je redukovan na vodu.

Mezi substraty FMO péitxenobiotika obsahujici nukleofilni atomy (kysl#dra,
dusik, selen) jako jsou acyklické, cyklické a artiok& aminy, amidy, thioly a sulfidy.

FMO se sklada z dvou strukturalnich domén spojeppdypeptidem. V kanalku
mezi doménami se nachazi prosteticka skupina enzffauinadenidinukleotid (FAD)

(Eswaramoothy et al. 2006).

Big domain

FMO identifying

FAD binding sequence

sequence

Obr. 12 — Molekulova struktura FMO (Eswaramoothy et alD@0

Katalyticka aktivita FMO je zavisl4 na prostetickkupire FAD a kofaktoru
NADPH (redukovany nikotinamidadenindinukleotidfa3fa Elektronovym nosem
v oxidatn¢é-redukenim procesu je FAD a donorem elektiga NADPH.
FAD je nejdive redukovan na FADJl tak je schopny akceptovat molekulu
kysliku za vzniku FAD-OOH (hydroperoxyflavin). Vhog substrat s nukleofilnim
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atomem se navaze na komplex enzym/FAD-OOH a jeowrialy za sotasného vzniku
molekuly vody (Obr. 13) (Eswaramoothy et al. 2006).

FHO o T

:@i fk)\ cor

E@ifi/\j?[ﬁ\

4

Obr. 13 — Schematické znazami funkiniho mechanizmu FMO. Na obrazku jsou
znazorrny pouze relevantréiasti molekul FAD, NADPH a methimazolu jako subatrat

(Eswaramoothy et al. 2006).

Mezi inhibitory enzymu FMO pét methimazol (MET) (Stérmer et al. 2000,
Nace et al. 1997, Zieger 1993, Grothusen et al.619Benter et al. 2005),
a-nafthylthiourea (ANTU) (Itoh et al. 1993, Chibakat. 1995) a indol-3-karbinol (I13C)
(Ramaian et al. 2001, Larsen a Williams 1996, Katat et al. 2000).
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Obr. 14 — Chemicka struktura methimazolu
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Obr. 15 — Chemicka struktura-nafthylthiourey
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Obr. 16 — Chemicka struktura indol-3-karbinolu

2.5.2 Cytochrom P450

Cytochromy P450 p#t mezi klcové enzymy metabolismu cizorodych latek
(xenobiotik). Cytochromy P450 jsou v organismuedevSim zodpasdné za reakce
I. faze biotransformace chemickych latek, vedouei Z0€né jejich struktury. Po
reakcich Il. faze biotransformace dochazi k elimitéchto chemickych latek z bgk a
k jejich exkreci z organismu. Cytochromy P450 kgta)i oxidani, peroxidani a
redukini reakce z&enéné do metabolické transformacecileé environmentalnich
chemikalii, ale i latek irodnich ¢i endogennich (Spatzenegger a Jaeger 1995;
Guengerich a Shimada 1993; Sek a Gut 1992).

V lidském €le se vyskytuji pedevSim v jatrech, nicmé&mwyznamné jsou i jejich

hladiny v plicich, ledvinach, tenkemist€, kizi, mozku a nadledvinkach. V tkach
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jsou lokalizovany pevazi v membranach hladkého endoplazmatického retikula,
nékteré roviéz v membranach mitochondrii.

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, v nichz je ponyvy skelet
(protoporfyrin IX) cast&éné vazan hydrofobnimi silami a zaraveprostednictvim
thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinditpmné v aktivnim centru enzymu
(péaty ligand Zeleza protoporfyrinu I1X). Toto usgdani umoiuje vyjimeiné chovani
téchto hemoprotein a odliSuje je od hemoprotéinostatnich (odliSné spektralni a
katalytické vlastnosti) (Anzenbacher et al. 1988gdiiek et al. 1997). Sestym ligandem
je atom kysliku molekuly vody.

Obr. 17 — Molekularni struktura cytochromu P450 (CYP2C@ytbchrome P450 -

Wikipedia, the free encyclopedia [online])

Cytochrom P450 spolugobi s dalSim enzymem lokalizovanym
v endoplazmatickém retikulu — NADPH-cytochrom P4&@luktasou - nebo dalSimi

enzymy mitochondrii. Reakci Ize sumanryjadkit jako:

RH + O, + NADPH + H — ROH + HO + NADP

Reakce zé&na genosem elektranz NADPH bul’ na NADPH:P450 reduktasu
v endoplazmatickém retikulu, nebo na ferredoxinukeédsu a nehemovy Fe-S protein

v mitochondriich, a poté na vlastni cytochromy P4%@dukovany CYP pak aktivuje
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molekulu kysliku, z niZ jeden atom je inkorporovimmolekuly substratu a druhy #o
molekulu vody. Vedle kysliku fize CYP pro oxidativni reakce vyuZivat peroxidy a

peroxykyseliny. Ty se tak stavaji donorem atomuikygStiborova et al. 1999).

\“Cys \Cys

HzO g
HWOH MDOH &.
2H*
I11
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Cys\ (‘f Pre; /J/<: Cy:}\ ||||
S z 7 v b
= I:Ielll Fle"
\O;s \\Cys

Obr. 18 — Obecné schéma mechanizmu reakce katalyzovanéhcgtnem P450,
R — substrat (Stiborova et al. 2004).
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Cytochromy P450 se vyskytuji wanych formach (izoenzymech, izoforméach),
které jsourazeny do genetickych rodin a podrodin podle mitypiss) homologie jejich

primarni struktury (ptadi aminokyselin) proteinovych molekul.
Vtéto praci byly jako inhibitory cytochromu  P-450 pouzity

diethyldithiokarbamat (DDC) (Saadeddin et al. 20Rdmen a Wanders 2006, Eagling
et al. 1998) a oktylamin (OA) (Pathak a Roy 199Bakud et al. 1999).

AN
NH,

Obr. 19 — Chemické struktura oktylaminu
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3 CIiL PRACE

Tato diplomova prace je séasti projektu ,Dikroceliéza hospoigkych zviat —
obranné mechanizmy motolicégen (Einky anthelmintik® podporovaného Grantovou
agenturouCeské republiky (GAR 524/07/0611).

Hlavnim cilem této prace je identifikovat enzymyastnici se sulfoxidace
anthelmintika albendazolu v mikrosomalni a mitoatrddni frakci motolice kopinaté
(Dicrocoelium dendriticur) a to pomoci inhibitdr specifickych pro jednotlivé
enzymy.

Dil¢imi cili jsou nasledujici:

» Stanovit zndnu specifické enzymové aktivitytipinhibici jednotlivymi
inhibitory specifickymi pro dané enzymyipnkubaci mikrosomalni a
mitochondrialni frakce s albendazolem a inhibitorem

» Ur¢it IC50 &ch inhibitoti enzymi, které se v gibéhu vyzkumu jevi jako
acinné inhibitory metabolizmu albendazolu u motokogpinaté.

o Ziskané vysledky porovnat s doposud znamymi infaena o
metabolizmu anthelmintik u motolice kopinaté a ghyhelminti a ukit,
které z enzym hraji pravédpodobnou roli v sulfoxidaci albendazolu na

albendazolsulfoxid.
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4 EXPERIMENTALNi CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikéalie

Albendazol (ABZ), Sigma

Albendazolsulfoxid (ABZSO), Toronto Research Cheatsc
Albendazolsulfon (ABZSOO), Toronto Research Cheisica
NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukayatyisodna 8l, Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO), p. a. Sigma

a-Nafthylthiourea (ANTU), Sigma

Methimazol — 2-mercapto-1-methylimidazol (MET), Sig
Indol-3-karbinol (I3C), Acros Organics
Diethyldithiokarbamat (DDC), Sigma

Kyselina salicylohydroxamova (SHK), Sigma
Merkaptosukcinat (MS), Sigma

Oktylamin (OA), Sigma

3-Amino-1,2,4-triazol (AT), Sigma

4.1.2 Pomicky a pristroje

Centrifug&ni kyvety

Sklereny homogenizator podle Pottera a Elvehjema s teflgm pistem
Mikrozkumavky

Termomixer Eppendorf

Trepaka Biosan

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5451 D

Vakuova odparka Eppendorf Concentrator 5301
Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

Centrifuga Beckman Coulter Avanti J-30I

Vysoko&inny kapalinovy chromatograf Shimadzu 10 AVP
Ctetka Biorad, Microplate Reader, model 550
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4.1.3 Biologicky material

Motolice kopinatéd Dicrocoelium dendriticumObr. 21) bylaizolovana z jater
muflonek Qvis musimony samic, ¥k 5-7let) postizenych dikroceli6zou z oborniho
chovu ve VIko¥ pod Oskobrhem. Muflonky nebyly ovligny anthelmintiky.

Po usmrceni muflonek byla jatra vyjmuta a vioZzemaRE séku, pondena
do 38°C teplého fyziologického roztoku a transpedtta do laborate, kde byla
narezana na platy a byly z nich opatrrymatkany motolice do fyziologického roztoku.
Motolice byly vyistény od nezadoucich zbytkjaterni tkag a krve, pak &kolikrat
promyty ve fyziologickém roztoku (38°C) a slity #édinky. Motolice v kadince byly
dale tikrat promyty ve fosfatovém pufru s NaCl (PBS) araéeny v hlubokomrazicim
boxu (-80°C).

Obr. 21 — 1zolované motolice kopinaté v inkulmam médiu
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4.2 Metodika prace

4.2.1 Priprava subcelularnich frakci z motolice kopinaté

Ze zmrazenych dikrocelii byl navaZzen sudygisngésnych vzork o maximalni
vaze 5 g. VSechny vzorky byly jednottifhomogenizovany v 30 ml homogenizatoru
s 15 ml 0,1 M Na-fosfatovym pufrem pH 7,4 a patélipy do centrifuganich kyvet.

Subcelularni frakce bylyipraveny frakni centrifugaci:

Prvnim t@&enim, které probihalo v centrifuze Heraeus (500@0gymin., 4°C),
byla odstrasna peleta. Supernatant z prvnihoetoi byl elit do ¢istych kyvet a stéen
v centrifuze Heraeus (20000 g, 60 min., 4°C). Bglaziskana peleta s mitochondriemi,
ktera byla po odliti supernatantu a sliti ikafesuspendovana v5 ml 0,1 M
Na-fosfatovéeho pufru a podrobengetimu t@&eni v centrifuze Heraeus (20000g, 60
min., 4°C). Supernatant etiho t@eni byl slit a peleta resuspendovana v0,1 M
Na-fosfatovem pufru s 20% (v/v) glycerolu,sdbhomogenizovana a za stalého michani
rozpipetovana (po 0,33 ml) do mikrozkumavek jakakée mitochondrii.

Supernatant z druhého ¢eni byl gelit do Ccistych kyvet a stéen
v ultracentrifuze Beckman (1050009, 65 min., 4°Cpto ¢tvrté taieni probihalo
souwasre s fetim a jeho vysledkem byl supernatant - cytosakryktbyl za stalého
michani rozpipetovan (po 1,1 ml) do mikrozkumavek.

Peleta z&tvrtého t@&eni byla homogenizovana v 0,1 M Na-fosfatovém pafru
opét statena v ultracentrifuze (program: 105000g, 60 mirC3. Po sliti supernatantu
z tohoto patého teni byla peleta obsahujici mikrosomalni frakci zbgenizovana
s 0,1 M Na-fosfatovym pufrem s 20 % glycerolem atezvukové lazé za stalého
michani rozpipetovana (po 0,33 ml) do mikrozkumavek

Takto gipravené vzorky cytosolu, mikrosdma mitochondrii byly poté

zmrazeny v hlubokomrazicim boxu (-80°C).
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4.2.2 Stanoveni koncentrace bilkovin metodou redukce BCA

Princip:

Principem je reakce protdins Cd* v alkalickém prosedi. Msd’ prechazi na
Cu’ kationy, které v progdi pH kolem 10 redukuji BCA (bicinchoninovou kysa)
za vzniku stabilniho modrofialového komplexu (OB2). Intenzita zabarveni ja&imo
amérnd mnozstvi bilkoviny a #ii se spektrofotometricky. K vygtu koncentrace

bilkoviny ve vzorku se vyuzije rovnice kalidrd piimky (Smith et al., 1985).

Obr. 22 - Schematické znazamni redukce BCA réd’nymi ionty (Nozinova, 2003)

Pro reakci byly pouzity roztoky:
* Roztok A: NaHCQ, N CGO;, BCA v 0,1 M NaOH
* Roztok B: 4% CuS®- 5H0
* Roztok C: Vznikne smichanim roziolk a B véas poteby v pongru 50:1

Z nantfenych hodnot absorbanci jednotlivych koncentraanddrdu - roztok
BSA (howzi sérovy albumin), fipravenych dle Tab. 1, byla sestavena katibra
piimka. Pomoci rovnice tétorimky byla dale uftovana koncentrace bilkoviny ve
vzorcich. Kalibréni primka byla tvéena Sesti body, pro kazdy bod byl@®mno osm

paralelnich vzork.
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Tab. 1- Zpasob gipravy Sesti koncentraci standardu BSA

Koncentrace bilkoviny Roztok 0,1% BSA Redestiltvaoda
[ng/mi] [u] [u]
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0

Postup:
Subcelularni frakce byly mediny 20 krat redestilovanou vodou ve dvou

paralelkach paityiech vzorcich. Do mikrotitéai destéky bylo napipetovano 1@l
vzorku bilkoviny (roztok BSA pro kalibtai primku, n&edné subcelularni frakce pro
vlastni ngfeni) a 200ul pracovniho roztoku C. So¢asré byly pripraveny také slepé
vzorky, které misto bilkoviny obsahovaly ji0redestilované vody.

Mikrotitra¢ni desttka se vzorky byla po intenzivnintepani inkubovana 30
minut @i 37°C. Poté byla natetce Biorad zmtena absorbancefip562 nm proti
redestilované vad Od hodnot absorbance vzorkbyl odeten phamér hodnot

absorbance slepych vzark

4.2.3 Inkubace subcelularnich frakci se substratem a inlitory enzymi

4.2.3.1inkubace subcelularnich frakci s albendazolem

Princip:

Pri inkubaci substratu — albendazolu — s biologickymaterialem obsahujicim
enzymy dochdazi kipméné substratu na jeho metabolity. Zbyly substrat aatetity
jsou pak naslednpomoci intenzivnihoiépani a centrifugace extrahovany do organicke
faze (octan ethylnaty). Organicka faze je ddpa a v odparku stanovena koncentrace

parentni latky a metabalippomoci HPLC.
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Zasobni roztoky:

Inkuba éni smés v celkovém objemu 0,3 ml obsahovala:
Albendazol 10 uM

Vzorky byly gipraveny dle Tab. 2 vZzdy véech paralelkach.

1 mM albendazol v DMSO

3 mM NADPH v redestilované veéd
0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,4

Koncentrovany amoniak

Octan ethylnaty

NADPH 1 mM

Na-fosfatovy pufr 0,1 M, pH 7,4
Mikrosomy (MIK) nebo mitochondrie (MIT) (fedné)

Tab. 2 - Obsah jednotlivych komponent v inkuiné snesi s albendazolem.

ABZ DMSO pufr | NADPH| MIT MIK
sLcH 3ul 197 pl | 100 pl
SLB & 3ul 97 ul 100 pl | 100 pl
SLBb 3ul 97 ul 100 pl 100

VZMIT® | 3ul 97 ul 100 pl | 100 pl
VZMIK* | 3yl 97 pl 100 100 p
Postup:

Do mikrozkumavek byly napipetovany jednotlivé kompaty dle Tab. 2
v daném ptadi, gicemz pipetovani biologického materialu probihaldegdoty 0 °C.
Vzorky byly dikladrné promichany naiépace a poté inkubovany v termostatu

(37 °C, tepani 500 RPM, 30 min.).

Inkubace byla skafena po 30 minutach ochlazenim inkéiasnesi na 0 °C

v ledoveé lazni afidanim 30 pl koncentrovaného amoniaku a 0,7 mimc&thylnatého.

! SLCH - Slepy chemicky vzorek obsahuje misto biimlkého materialu 0,1 M Na-fosfatovy pufr.

ZjiStuje spontannost chemické reakce se substratemiisgrp biologického materialu.

2 SLB — Slepy biologicky vzorek obsahuje DMSO (roagidlo substratu) misto substratu. Zjige

potencialni pitomnost latek podobnych substratu v samotném gické m materialu.
* MIT - mitochondrie
* MIK - mikrosomy
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Po intenzivnim fepani natepace (2 min.) byly vzorky st@eny na centrifuze
(5000 otéek/min., 3 min.). Vrchni vrstva bylafgnesena do novych ozfgych
mikrozkumavek a odgana v koncentratoru (45 °C, cca 20 min.).

Suché vzorky byly poté uschovany v chladu a temnu.

4.2.3.2Inkubace subcelularnich frakci s inhibitory enzyin

Pt inkubacich byly pouZzité nasledujici inhibitory:
Inhibitory FMO:
> a-Nafthylthiourea (ANTU)
» Indol-3-karbinol (13C)
» Methimazol (MET)
Inhibitory katalasy:
» 3-Amino-1,2,4-triazol (AT)
Inhibitory CYP:
> Diethyldithiokarbamat (DDC) (také inhibitor SOD)
» Oktylamin (OA)
Inhibitory peroxidasy a glutathionperoxidasy:
» Kyselina salicylohydroxamova (SHK)
» Merkaptosukcinat (MS)

Pouzité zasobni roztoky, sloZeni inkabasnesi a postup byly u jednotlivych
inkubaci identické. Princip metody se shoduje sqgipem inkubace subcelularnich

frakci s albendazolem s rozdilemiigadné inhibici enzyiin

Zasobni roztoky:
« 10 mM inhibitor v DMSO nebo redestilované ¥dd
* 1 mM albendazol v DMSO
* 3 mM NADPH v redestilované ved
* 0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,4

® Z pouzitych inhibitoi byl jako jediny ve vod rozpustny merkaptosukcinat
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Koncentrovany amoniak

Octan ethylnaty

Inkuba éni smés v celkovém objemu 0,3 ml obsahovala:
Inhibitor 100 uM

Albendazol 10 uM

NADPH 1 mM

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

Mikrosomy nebo mitochondrie (fekné)

Vzorky byly gipraveny dle Tab. 3 vZzdy véech paralelkach.

Tab. 3— Obsah jednotlivych komponent v inkdbasngsi s inhibitory.

ABZ pufr NADPH Inhibitor MIT MIK
SLCH 3ul 197 ul 100 pl -
SLCH-I° 3ul 194 pl 100 pl 3ul
MIT 3ul 94 ul 100 pl 3ul 100 pl
MIK 3 ul 94 ul 100 pl 3ul 100 pl
Postup:

Do mikrozkumavek byly napipetovany jednotlivé kompaoty dle Tab. 3,
piicemz pipetovani biologického materialu probihalaemoty 0 °C.

Vzorky byly dikladné promichany nai¢pace a poté inkubovany v termostatu
(37 °C, tepani 500 RPM, 30 min.).

Inkubace byla skafena po 30 minutach ochlazenim inkéiasnesi na 0 °C
v ledové lazni afidanim 30 pl koncentrovaného amoniaku a 0,7 mimc&thylnatého.

Po intenzivnim fiepani naiepace (2 min.) byly vzorky st@eny na centrifuze
(5000 oté&ek/min., 3 min.). Vrchni vrstva bylaignesena do novych ozaych
mikrozkumavek a odgana v koncentratoru (45 °C, cca 20 min.).

Suché vzorky byly poté uschovany v chladu a temnu.

® SLCH — | — Slepy chemicky vzorek s inhibitorem albsje misto biologického materialu 0,1 M Na-
fosfatovy pufr. Zjifuje spontannost chemické reakce se substratem ihitamem bez pfispeni
biologického materialu.
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U dvou nejefektivgjSich inhibitoi, methimazolu a ANTU, byly provedeny
inkubace v koncenttai fact (Tab. 4) za &elem zjiS¢ni hodnoty IC 50. Vzorky byly
piipraveny podle Tab. 3.

Tab. 4 — Koncentrace inhibitdrv koncentrani rads

Zasobni roztok inhibitoru (mM) Koncentrace inhibitor inkuba&ni snesi (uM)
0,2 2
0,5 5
1 10
5 50
10 100

Pro inhibitor ANTU byla provedena také inkubaceizimi koncentracemi
uvedenymiv Tab 5.

Tab. 5— NizsSi koncentrace ANTU v koncentrafad®

Zasobni roztok inhibitoru (mM) Koncentrace inhibitor inkuba&ni snesi (UM)
0,01 0,1
0,025 0,25
0,050 0.5
0,1 1
0,15 1,5
0,2 2
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4.2.4 HPLC analyza

Pred vlastnim provedenim HPLC byly odparky rozpogtv 500 pl mobilni
faze, kterou tviila smés acetonitrilu (ACN) a fosfatového pufru (0,025 NHEPO,; pH
3) v pongru 1:2 v/v. Nasik na kolonu byl 50ul.

HPLC analyza byla provedena néistroji Shimadzu 10 AVP. Byla pouZita
kolona LiChroCART® (250x3 mm) s naplni LiChrosphe6® RP-select B (m) a
piedkolonka LIChroCART® (4x4 mm) se stejnou staciomndézi. Pitok mobilni faze
kolonou byl nastaven na 0,5 ml/min. Analyza prolzitma tlaku 14,3 MPa a‘ipteplog
25°C. Jednotlivé slozky vzorku separované v kélbgly detekovany fluorescénim
detektorem Shimadzu RF 10 AXkgx = 290 nmiem = 320 nm).

K detekci ABZ, ABZSO, ABZSOO byly pouzity standardgkoupené u firem

Sigma a Toronto Research Chemicals.

TotoZznost se affuje na zakla@l shody reteténich ¢adi a spekter standakd
a zkouSeného #é&va — v naSemifypact: ABZ a jeho metabolit ABZSO, ABSZOO.
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Obr. 23 - Ukazkovy chromatogram éteni standardl albendazolu (ABZ) a jeho
metabolifi albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonBZS0O0).
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Z chromatografického zdznamdlehi standaril Ize vyist, Ze nejkratSi dobu je
na kolork zadrzovan ABZSO - jeho pik se objevuje mezi 4..-mbnutou; pak je
z kolony uvohovan ABZSOO mezi 6. — 7. minutou; afed 15 minutou se z kolony
zaina uvohovat ABZ (Obr. 23).

Velkou vyhodou HPLC je moznost s@msného kvalitativniho a kvantitativniho
hodnoceni separovanych sloZzek vzorku. Z plochy roatografickych pik Ize
vypccitat obsah jednotlivych dinnych latek zkouSeného vzorku pomodiegem

piipravené kalibrani kiivky.

4.2.5 Statisticka analyza

Statistickd analyza naffenych dat byla provedena pomoci Studentova
neparoveho T-testu. Byla pouZzita Sablona T test ${Mtera slouzi pro zadani hodnoty
rozsali méreni, paimeéra a snérodatnych odchylek dvou porovnavanych soubor

Jako kontrolni hodnota byla vZdy pouzita hodnotecsjtké enzymové aktivity
neinhibovaného vzorku pro dany inhibitor a danobcslularni frakci. Pomoci T-testu
se nam poddo zjistit, zda byla inhibice prokadzana aigpbila zné¢nu stedni hodnoty

u pokusného souboru ve srovnani s kontrolnim samboa to se spolehlivosti 95%.
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5 VYSLEDKY

5.1.1 Stanoveni obsahu bilkovin

Obsah bilkovin byl stanoven metodou redukce BCA gap. 4.2.2). Pomoci
spektrofotometru byla z#éena intenzita zbarveni vzniklého stabilniho moddofiého
komplexu (Obr. 22). Intenzita zabarveni j&inp Umérna mnoZzstvi bilkoviny
nachazejici se ve vzorku. K vyfia koncentrace bilkoviny ve vzorku bylo vyuzito
rovnice kalibr&ni primky (Smith et al., 1985).

Kalibraéni kiivka (Obr. 24) byla sestavena z ngemnych hodnot absorbanci
jednotlivych koncentraci roztoku BSAtipravenych dle Tab. 1. Kalib¢ai piimka byla
tvorena Sesti body, pro kazdy bod byléteno osm paralelnich vzark

Pomoci rovnice této kalib&ai kiivky byla dale ukovana koncentrace bilkoviny

v jednotlivych vzorcich (viz Tab. 6).

y=0,000618x
06 - R?=0,985684 ¢

0 200 400 600 800 1000 1200

c(mg/ml)
Obr. 24 — Kalibratni kiivka pro stanoveni obsahu bilkovin (zavislost abance na

koncentraci bilkovin ¢ (mg/ml)). Kazdy koncenina bod je pimérem z osmi rareni

dané koncentrace.
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Tab. 6 — Koncentrace bilkovin pro MIK a MIT vyg@ané pomoci rovnice kalibtai

kiivky.
MIK MIT
koncentrace 1,64 £0,20 2,55+0,28
(mg/ml)

Jednotlivé hodnoty koncentrace bilkovin pro mitauth@alni a mikrosomalni
frakci byly dale pouzity pro vypet specifické enzymové aktivity vzorku u
zkoumanych inhibita.

5.1.2 Inkubace subcelularnich frakci s inhibitory methimazolem,

a-nathylthioureou a indol-3-karbinolem

MET (Stormer et al. 2000, Nace et al. 1997, Ziekfi93, Grothusen et al. 1996,
Genter et al. 2005), ANTU (Itoh et al. 1993, Chilakal. 1995) a I3C (Ramaian et al.
2001, Larsen a Williams 1996, Katchmart et al. 20B@u inhibitory flavinovych
monooxygenas.

Inkubace subcelularnich frakci (mikrosbm- MIK, mitochondrii — MIT)
piipravenych z motolice kopinaté Dicrocoelium dendriticuin s albendazolem,
koenzymem NADPH a s inhibitory ANTU, MET a I13C byfaovedena podle vyse
uvedené metody (kap. 4.2.3.2).

Po zntieni vzorki pomoci HPLC byly ziskany hodnoty koncentrace (hg/m
jednotlivych  metabolit albendazolu - albendazolsulfoxidu (ABZSO) a
albendazolsulfonu (ABZSOO). Pomoci znamych molekygh hmotnosti metabolita
koncentraci bilkovin v daném biologickém materidyla vypaitana specificka aktivita

enzymu (pmol/min/mg) a tyto hodnoty pro dané intaityi byly vyneseny do grafu.
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Tab. 7 — Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10
M) a inhibitorem ANTU v koncentraci 100 uM

MIK MIK+ANTU MIT MIT+ANTU
ABZSO
_ 1,71 + 0,47 0* 1,22 +0,40 0*
(pmol/min/mg)
ABZSOO
_ 0,04 £ 0,02 0* 0,01 + 0,003 0*
(pmol/min/mg)

*Hodnoty statisticky vyznamnodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

Tab. 8 — Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10

uM) a s inhibitorem MET v koncentraci 100 pM

MIK MIK+MET MIT MIT+MET
ABZSO 1,71 £0,47 0* 1,22 £ 0,40 0*
(pmol/min/mg)
ABZSOO 0,04 + 0,02 0* 0,01 £ 0,003 0*
(pmol/min/mg)

* Hodnoty statisticky vyznamnodlisSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku
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Obr 25 - Grafické znazormni tvorby ABZSO a ABZSOO,ipinkubaci subcelularnich
frakci s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru ANTU (100 pM)
* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku
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specificka aktivita (pmol/min/mg)

Obr 26 - Grafické znazormi tvorby ABZSO a ABZSOO,ipinkubaci subcelularnich
frakci s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru MET (100 pM)
* Hodnoty statisticky vyznantodlisSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

-45 -



V tabulkach a grafech (Tab. 7 a 8, Obr. 25 a 26) jgobrazeny hodnoty
specifickych enzymovych aktivit (pmol/min/mg) prednotlivé metabolity a jejich
smérodatné odchylky. # inhibici enzymu inhibitory ANTU a MET byly hodngt
specifické aktivity enzymu nulové. Hodnoty enzymovéktivity enzymu
metabolizujiciho ABZ byly v MIK i MIT statisticky yznamr snizeny jak pro inhibitor
ANTU tak i pro inhibitor MET. Vzhledem k tomu, Zefipinhibici témito enzymy
nevznika ani jeden z metabdlia specificka enzymova aktivita je nulova, Ize tuto

inhibici povazovat za stoprocentni.

Tab. 9 — Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10
uM) a s inhibitorem 13C v koncentraci 100 uM

MIK MIK+I3C MIT MIT+I3C

ABZSO 1,95+0,01 1,84 +0,72 2,03+0,40 2,11 £ 0,08
(pmol/min/mg)
ABZSOO 0 0 0 0
(pmol/min/mg)

B ABZSO

2,5

1,5 -

specificka aktivita (pmol/min/mg)

MIK MIK+I3C MIT MIT+I13C

Obr 27 - Grafické znazorni tvorby ABZSO, pi inkubaci subcelularnich frakci s 10
uM ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru I3C (100 pM)
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Pti inhibici indol-3-karbinolem nebyly na#beny Zadné hodnoty ABZSOO,
proto se v grafu tyto nulové hodnoty neuvadi.

Specificka aktivita enzymu metabolizujiciho ABZ mkbstatisticky vyznamh
ovlivnéna inhibitorem I3C.

5.1.3 Inkubace subcelularnich frakci s inhibitorem 3-amiro-1,2,4-triazolem

3-Amino-1,2,4-triazol (AT) je inhibitorem katalas{Bayliak et al. 2008,
Halliwell a Gutteridge 1999a).

Inkubace subcelularnich frakci (mikrosbm- MIK, mitochondrii — MIT)
piipravenych z motolice kopinaté Dicrocoelium dendriticuin s albendazolem,
koenzymem NADPH a s inhibitorem AT byla provedemallp vySe uvedené metody

(kap. 4.2.3.2). Nagtené hodnoty jsou zaznamenany v Tab. 10 a na Obr. 27

Tab. 10— Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10
uM) a s inhibitorem AT v koncentraci 100 puM.

MIK MIK+AT MIT MIT+AT
ABZSO 1,22 +0,30 1,19+ 0,17 0,99+0,14 1,42 + 0,37
(pmol/min/mg)
ABZSOO 0 0 0 0
(pmol/min/mg)

-47 -



B ABZSO

1,8

1,6

1,4 |

1,2 -

04 -

specificka aktivita (pmol/min/mg)
'—\

0,2 -

MIK MIK+AT MIT MIT+AT

Obr. 28 - Grafické znazommi tvorby ABZSO, pi inkubaci subcelularnich frakci s 10
uM ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru AT (100 pM)

Pri inkubaci s timto inhibitorem byly pro ABZSOO n&tfany nulové hodnoty,
proto tyto hodnoty nejsou v grafu uvedeny. Aktiviiazymu metabolizujiciho ABZip
inhibici AT v subcelularnich frakcich nezaznamenafnou statisticky vyznamnou

Zmenu.

5.1.4 Inkubace subcelularnich frakci s inhibitory  diethyldithiokarbamatem a

oktylaminem

DDC (Saadeddin et al. 2004, Komen a Wanders 208gljri et al. 1998) a OA
(Pathak a Roy 1992, Ubaeud et al. 1999) jsou itdmpcytochrond P450.

Inkubace subcelularnich frakci (mikrosdbm- MIK, mitochondrii — MIT)
pfipravenych z motolice kopinaté Dicrocoelium dendriticuin s albendazolem,
koenzymem NADPH a s inhibitory DDC (Tab. 11, Ob®) 2 OA (Tab. 12, Obr. 30)
byla provedena podle vySe uvedené metody (kafB.2)2.
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Tab. 11 - Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10
uM) a s inhibitorem DDC v koncentraci 100 uM

MIK MIK+DDC MIT MIT+DDC
ABZSO 1,22 £0,30 1,46 £ 0,08 0,99 +0,14 0,84+0,1

[09)

(pmol/min/mg)
ABZSOO 0 0,01 +£0,01* 0 0
(pmol/min/mg)
* Hodnoty statisticky vyznantnodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku
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Obr. 29 - Grafické znazormni tvorby ABZSO a ABZSOO, ipinkubaci subcelularnich
frakci s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru DDC (100 uM)
* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

Zmény pxi inhibici DDC nejsou statisticky vyznamné. Pouzepiipads
mikrosomalni frakce byl ip inhibici DDC zaznamenan statisticky vyznamny ostr

specifické enzymové aktivity u ABZSOO.
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Tab. 12 — Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ(10

uM) a s inhibitorem OA v koncentraci 100puM

MIK MIK+OA MIT MIT+OA
ABZSO 0,40 £ 0,35 0,96 + 0,87 0,30 + 0,20 0,15+0,16
(pmol/min/mg)
ABZSOO 0 0,04 £ 0,01 0 0
(pmol/min/mg)

* Hodnoty statisticky vyznaminodlisné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku
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Obr. 30 - Grafické znazormi tvorby ABZSO a ABZSOOQ,ipinkubaci subcelularnich
frakci s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru OA (100 pM)
* Hodnoty statisticky vyznaminodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

Hodnoty specifické enzymové aktivity nebylyfi ptéto inhibici statisticky

vyznamrié ovlivnény. Pouze v mikrosomalni frakci stoupd statistickyznamr

hodnota specifické enzymové aktivity pro enzyn¥iwiocABZSOO.
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5.1.5 Inkubace subcelularnich frakci s inhibitory kyselinou salicylhydroxamovou

a merkaptosukcinatem

MS (Baud et al. 2004, Sokolova et al. 2001) a SHHa( a Walker 1988,
Ikeda-Saito et al. 1999, Weis et al. 1996) jsoubindry enzymu peroxidasy .

Inkubace subcelularnich frakci (mikrosbm- MIK, mitochondrii — MIT)
piipravenych z motolice kopinaté Dicrocoelium dendriticuin s albendazolem,
koenzymem NADPH a s inhibitory SHK (Tab. 13, Obt) & MS (Tab. 14, Obr. 32)

byla provedena podle vySe uvedené metody (kaB.2)2.

Tab. 13- Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10
uM) a s inhibitorem SHK v koncentraci 100uM

MIK MIK+SHK MIT MIT+SHK
ABZSO 0,40 £ 0,35 0,32+0,11 0,30 + 0,20 0,16 £ 0,04
(pmol/min/mg)
ABZSOO 0 0,06 + 0,05* 0 0
(pmol/min/mg)

* Hodnoty statisticky vyznamnodliSné (p< 0,05) od kontrolniho neinhibovaného
vzorku
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Obr. 31 - Grafické znazormni tvorby ABZSO a ABZSOO, ipinkubaci subcelularnich
frakci s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru SHK (100 pM)
* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

Specifickh enzymova aktivita enzymu metabolizupcihABZ v obou
subcelularnich frakcich za inhibice SHK nebylaistaky vyznamg ovlivnéna. Pouze
u hodnoty specifické enzymové aktivity pro enzymitei ABZSOO v mikrosomalni

frakci byl zaznamenan statisticky vyznamny vzestup.

Tab. 14— Biotransformace ABZipinkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10

uM) a s inhibitorem MS v koncentraci 100uM

MIK MIK+MS MIT MIT+MS
ABZSO 0,40 £ 0,35 0,61+0,44 0,30 + 0,20 0,21+0,14
(pmol/min/mg)
ABZSOO 0 0 0 0
(pmol/min/mg)
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Obr. 32 - Grafické znazorni tvorby ABZSO, pi inkubaci subcelularnich frakci s 10
uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru MS (100 uM)

ABZSOO se p této inkubaci netvil ani v jedné z frakci, proto nejsou v grafu
zaznamendany hodnoty specifické enzymové aktivibygmzym tvéici tento metabolit.
Pti inhibici MS nedoSlo k Zzadnému statisticky vyznamu ovlivréni hodnot

specifické aktivity peroxidasy v mikrozomech annitochondriich.

5.1.6 Stanoveni IC 50 pro inhibitor a-nafthylthiourea a methimazol

Pro inhibitory ANTU a MET byla vzhledem k vysokénihici enzymu tvéiciho
ABZSO a ABZSOO fipravena koncenttai fada dle Tab. 3.

Inkubace se subcelularnimi frakcemi p¥bla stejnym postupem jako
v predchozich fipadech. Vysledky jsou zobrazeny v Tab. 15 a na Q®Bra 34 pro
inhibitor ANTU a v Tab. 16 a na Obr. 35 a 36 prhibitor MET.
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Tab. 15- Biotransformace ABZ i inkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10

uM) a s inhibitorem ANTU vitiznych koncentracich

MIK MIK MIT MIT
ANTU ABZSO ABZSOO ABZSO ABZSOO
(LM) (pmol/min/mg)| (pmol/min/mg) | (pmol/min/mg)| (pmol/min/mg)
0 2,29 + 0,29 0,02 +0,01 1,58 + 0,15 0,02 £ 0,01
2 0,92 +0,19* 0,02 £0,01 0,73 £ 0,197 0,02 + (B0OO
5 0,84 + 0,09* 0,05 +0,01 0,75 0,187 0,03 £ 0,01
10 0,79 £ 0,20* 0,06 + 0,002* 0,58 + 0,137 0,03.06
50 0,90 £ 0,16* 0,06 £ 0,02* 0,52 +0,11* 0,03 b4
100 0,51 £ 0,004*| 0,06 +0,001* 0,50 + 0,502* o*

* Hodnoty statisticky vyznantnodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

MIKROSOMY s ABZ a ANTU

H ABZSO

2,5

15 -

0,5

specificka aktivita (pmol/min/mg)

0_

ABZS00

I[ilu

ANTU 2uM

ANTU 5pM

ANTU 10pM  ANTU50uM  ANTU 100uM

Obr. 33 - Grafické znazorni tvorby ABZSO a ABZSOO, ip inkubaci subcelularni

frakce MIK s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru ANTU (2-100uM).
* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku
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MITOCHONDRIE s ABZ a ANTU

18 B ABZSO
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specificka aktivita (pmol/min/mg)

Obr. 34 - Grafické znazorni tvorby ABZSO a ABZSOO, ip inkubaci subcelularni
frakce MIT s 1uM ABZ a s 10uM ABZ v pritomnosti inhibitoru ANTU (2-100pM).
* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

Inhibitor ANTU statisticky vyznam# snizoval hodnoty specifické enzymove
aktivity enzymu tveiciho ABZSO. Tato inhibice byla statisticky vyznainnak
v mikrosomalni, tak i v mitochondrialni frakci pvSechny koncentrace inhibitoru.
Specificka aktivita enzymu tv¥iciho ABZSOO v MIK statisticky vyznanin
rostla u koncentraci inhibitoru 10 pM, 50 uM a 104@. V MIT aktivita tohoto enzymu
statisticky vyznamé&klesla u hodnoty koncentrace inhibitoru 100 puM.
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Tab. 16 - Biotransformace ABZ i inkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10

uM) a s inhibitorem MET viiznych koncentracich

MIK MIK MIT MIT
MET (uM) ABZSO ABZSOO ABZSO ABZSOO
(pmol/min/mg)| (pmol/min/mg) | (pmol/min/mg)| (pmol/min/mg)
0 2,11 +0,36 0 2,81+0,15 0,02 + 0,00R
2,06 £ 0,45 0,03 + 0,001 1,49 £ 0,12* 0,02 + 0,01
5 1,60 £ 0,60 0,02 +0,01 1,25 £ 0,33* 0,02 + 0,002
10 0,75 + 0,34* 0,03 + 0,004 1,06 £ 0,45 0,02 @aL*
50 0,40 + 0,07* 0,03 +0,01 0,49 +0,07¢ 0,01 +GBO
100 0,48 +0,19* 0,02 + 0,003 0,22 +0,01* 0,01,80B*

* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

MIKROSOMY s ABZ a MET
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MIK

MET 2(uM)
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MET 50(uM)
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Obr. 35 - Grafické znazorni tvorby ABZSO a ABZSOO, ip inkubaci subcelularni
frakce MIK s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru MET (2-100uM).
* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku
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MITOCHONDRIE s ABZ a MET
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Obr. 36 - Grafické znazorni tvorby ABZSO a ABZSOQO, ip inkubaci subcelularni
frakce MIT s 1QuM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru MET (2-100uM).

* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

Pro inhibitor MET se v obou subcelularnich frakcistatisticky vyznama
snizila specifickd enzymova aktivita enzymu ifetho ABZSO pro térr vSechny
hodnoty koncentrace inhibitoru.

V mitochondrialni frakci doSlo k statisticky vyznagmu poklesu specifické

vz 7

enzymove aktivity enzymu t¥iwiho ABZSOO proii posledni koncentrace inhibitoru
(10 uM, 50 uM a 100 pM).

JEP A

ANTU dle Tab. 5. Vysledné hodnoty z tohot@ieni jsou zaznamenany v Tab. 17 a na
Obr. 37 a 38.
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Tab. 17 - Biotransformace ABZ i inkubaci subcelularnich frakci motolice s ABZ (10

uM) a s inhibitorem ANTU vitiznych koncentracich

MIK MIT
ANTU (uM) ABZSO(pmol/min/mg) ABZSO(pmol/min/mg)
0 2,45 + 0,53 1,78 + 0,04
0,1 2,02 £ 0,60 1,48 £ 0,69
0,25 1,21 + 0,05* 1,13+0,1*
0,5 0,91 +0,18* 0,72 £0,13*
1 1,00 £ 0,07* 0,88 + 0,28*
2 1,14 + 0,01* 0,48 £ 0,07*

* Hodnoty statisticky vyznantnodlisné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

MIKROSOMY s ABZ a ANTU

35

B ABZSO
2,5

2

15
1

i I I I
0

ANTU 0,1(uM) ANTU 0,25(uM) ANTU0,5(uM) ANTU 1(uM)  ANTU 2(uM)
Obr. 37 - Grafické znazormi tvorby ABZSO, pi inkubaci subcelularni frakce
MIK s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v pfitomnosti inhibitoru ANTU (0,1 - 2uM).

* Hodnoty statisticky vyznanthodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

specificka aktivita (pmol/min/mg)
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MITOCHONDRIE s ABZ a ANTU
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Obr. 38 - Grafické znazommni tvorby ABZSO, B inkubaci subcelularni frakce
MIT s 10uM ABZ a s 10uM ABZ v piitomnosti inhibitoru ANTU (0,1 - 2puM)

* Hodnoty statisticky vyznantodliSné (p< 0,05) od neinhibovaného vzorku

specificka aktivita(pmol/min/mg)

Hodnoty specifické enzymové aktivity pro enzym tteo ABZSO byly
v mikrosomalni i mitochondridlni frakci statistickyyznam®@ sniZeny inhibitorem
ANTU v koncentracich 0,25 uM, 0,5 uM, 1uM a 2 pM.

ABZSOO se p této inkubaci netvitl ani v jedné z frakci, proto nejsou
v tabulce a v grafech zaznamenany hodnoty speéifakzymové aktivity pro enzym

~7s 7

tvorici tento metabolit.

Z hodnot nanrenych a vypoéitanych pro koncenttai fady inhibitofi ANTU a
MET byly dale vypgitané IC 50 pro tyto inhibitory. K vy@tu hodnot IC 50 bylo
pouzito programu GraphPad Prism 5.02. Intribikoncentrace IC 50 reprezentuje
koncentraci inhibitoru, ip které za danych podminek dochézi k 50 % poklddsivity
sledovaného enzymu. V tomtaéijpadt byla sledovana koncentrace inhibitokNTU a
MET a pokles specifické enzymové aktivity enzymuabelizujiciho ABZ na ABZSO.
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Obr. 39 — Grafické znazokmi zavislosti specifické aktivity enzymu metabojiziho
ABZ na koncentraci inhibitoru ANTU, ipinkubaci subcelularni frakce MIK s 1M
ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru ANTU viiznych koncentracich.
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MITOCHONDRIE s ABZ a ANTU
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Obr. 40 - Grafické znazorni zavislosti specifické aktivity enzymu metabojiziho
ABZ na koncentraci inhibitoru ANTU,ipinkubaci subcelularni frakce MIT s 1M
ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru ANTU v iiznych koncentracich.

Tab. 18 — Hodnoty IC 50 (uM) pro inhibitor ANTUipinkubaci subcelularnich frakci
s ABZ (10uM) a inhibitorem ANTU viiznych koncentracich

FRAKCE IC 50 ( uM)
MIK 0,16
MIT 0,24

Pro vypaet hodnoty IC 50 pro inhibitor ANTU byly pouZity Hooty z Tab. 15
a 17 pro kazdou subcelularni frakci zwld&odnotacinila pro mikrosomalni frakci

IC 50 = 0,16 pMa pro frakci mitochondrialrdC 50 = 0,24 uM
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MIKROSOMY s ABZ a MET
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Obr. 41 - Grafické znazomrni zavislosti specifické aktivity enzymu metabojiziho
ABZ na koncentraci inhibitoru MET,pinkubaci subcelularni frakce MIK s 1,oM
ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru MET vitznych koncentracich.

-62 -



MITOCHONDRIE s ABZ a MET

)

£
S~

£ 1

£
3 3

= i

H )

2 )

=

£ 24

(1]

(O

-

= b

=

2

2 11

[ J
) L) L) L) L)
-6 -4 -2 0 2 4

log inhibitoru MET

Obr. 42 - Grafické znazormi zavislosti specifické aktivity enzymu metabojiziho
ABZ na koncentraci inhibitoru MET,fpinkubaci subcelularni frakce MIT s 1M
ABZ a s 10uM ABZ v ptitomnosti inhibitoru MET vitznych koncentracich

Tab. 19 — Hodnoty IC 50 (uM) pro inhibitor METi#pinkubaci subcelularnich frakci
s ABZ (10uM) a inhibitorem MET viznych koncentracich

FRAKCE IC 50 (M)
MIK 7,53
MIT 2,59

Pro vypa@et hodnoty IC 50 pro inhibitor MET byly pouzity hooty z Tab. 16
pro kazdou subcelularni frakci zvtaSTato hodnotainila pro mikrosomalni frakci

IC 50 = 7,53 uMa pro frakci mitochondrialdC 50 = 2,59 uM
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6 DISKUSE

Helmintdzy zfisobené parazitickymi helminty jsou v sasnosti signifikantnim
problémem zejména z pohledu terapeutického. Jedohgstupnym progeédkem v boji
proti helmint6zam jsou anthelmintika, na kter4 viekad c¢astji vznika rezistence.
Vznik této rezistence #iZe byt usnhadin prostednictvim aktivity enzyr
metabolizujicich xenobiotika. Znalost metabolizmenabiotik je proto nezbytna
vzhledem k efektivni a bezfeé farmakoterapii.

Zatimco enzymy metabolizujici xenobiotika byly imée/né studovany u
¢loveéka a sava, je u helmint studium &chto enzyni relativie méré obsahlé. Resto
bylo v dosavadnich studiich u helniinhalezeno mnoho typ enzyni, jako jsou
nagiklad oxidasy, reduktasy, hydrolasy a transfer&wylink et al. 2009a).

V doposud znamych publikacich se d&utozabyvali metabolizmem
anthelminticky aktivnich substanci u helniirg jednoho zdsadnihoidbdu. Enzymy
Gcastnici se biotransformace xenobiotik maji inakiivaa/nebo aktivéni schopnost, a
tim zéasadé& ovliviuji osud podaného anthelmintika v organizmu helin{@vilink et
al. 2009a).

Solana et al. (2001) ve své praci potvrzuje, Zenhei Fasciola hepatica
Monienzia expansa Ascaris suunjsou schopni metabolizmu ABZ na ABZSO ve své
mikrosomalni i cytosolické frakci-. hepaticaprojevila vysSi sulfoxidéni schopnost
nez oba zbyli helminti, navic v obou frakcich bgehopna produkovat ABZSOO.
Vysledky ziskané u ¢thto helmind tak indikuji, Ze helminti jsou schopni
biotransformace benzimidazpli kdyZz se tato jejich schopnost liSi kvalitatvi
kvantitativre mezi jednotlivymi druhy.

V pripact jiného ¢asto pouzivaného anthelmintika triklabendazoluab@ho
sulfoxidace ve velké ne prokdzana UF. hepatica Parazit byl schopen efektivni
pieneny triklabendazolsulfoxidu na triklabendazolsulf@meaktivni metabolit), a tim
signifikantre snizit koncentraci toxické sléeniny ve svém organizmu (Robinson et al.
2004).

U D. dendriticumbyla sulfoxidace ABZ nalezena jak v mitochondrialtak
v mikrosomalni frakci, avSak Zzadna ve frakci cytmd@. Také druhy krok
v metabolizmu ABZ, fengna ABZSO na ABZSOO, byla uD. dendriticum
identifikovana v mitochondriélni frakci (Cvilink edl. 2008). Byl to prvni @kaz, Ze
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motolice kopinatd je schopna inaktivovat ABZ pfedhictvim gemény na neaktivni
metabolit ABZSOO.

Cvilink et al. (2009b) ve svéerdlanku ukazuje, Ze motolice kopinatd maijsv
vlastni enzymaticky systém, ktery ji uniioje aktivre modifikovat a neutralizovat efekt
xenobiotik a podanych anthelmintik. Jeho prace zoffje, Ze u tohoto helminta probiha
sulfoxidace ABZ a ketoredukce flubendazolu a mebeabl.

Tato prace se zaffila na identifikaci enzyr G¢astnicich se biotransformace
anthelmintika albendazolu u motolice kopinaté. Alth@zol je Sirokospektré
benzimidazolové anthelmintikum, u kterého je iWolpopsana jeho metabolicka
pienena u savé (viz kap. 2.4). K vyloteni respektive k potvrzeniasti enzyni na
sulfoxidaci albendazolu u motolice kopinaté byloupito specifickych inhibitar
jednotlivych enzyn.

Predpoklada se, ze flavinmonooxygenasa (FMO) a cytoeiP4503A (CYP3A)
jsou mediatory konverze ABZ na ABZSO a Zgemna ABZSO na ABZSOO je
ovlivnéna pouze cytochromem P4501A (el Amri et al. 198Qrdvii et al. 1995).
Vzhledem k tomuto poznatku a dalSim znamym poZmatk enzymech dastnicich se
metabolizmu xenobiotik u helmiinf{viz kap. 2.3) se tato prace zé&iita na zjis€ni, zda
se flavinmonooxygenasy, cytochrom P450, peroxidkatalasy a superoxiddismutasy

Uc¢astni na metabolizmu albendazolu.

Prvnimi ze sledovanych enzynbyly FMO. Dle Cvilinka et al. (2009a) oxidace
xenobiotik u helmint mize byt zprogedkovana flavinmonooxygenasami. V genomu
helminta Caenorhabditis eleganshyla identifikovana genova sekvence kodujici
piedpokladané homology lidskych FMO (Petacorin eR@D5). V této praci byly jako
specifické inhibitory FMO pouzity ANTU, MET a I13GHodnoty enzymové aktivity
enzymu metabolizujiciho ABZ byly v MIK i MIT statisky vyznam®i sniZzeny jak pro
inhibitor ANTU tak i pro inhibitor MET. Vzhledem tomu, Ze @ inhibici témito
inhibitory v koncentraci 100 M nevznikl ani jedemetabolit a specificka enzymova
aktivita je nulova, lIze tuto inhibici povazovat g@procentni. U inhibitoru I3C nedoslo
k statisticky vyznamné zén¢ specifické aktivity enzymu metabolizujiciho ABZtealy
ani k inhibici. MoZznou ficinou takového vysledku by mohl bytgupoklad, Ze FMO
neni u dikrocélie substratdspecificky wci I13C. | presto Ize pedpokladat, ze FMO
hraje v metabolizmu ABZ u motolice kopinaté zasaohi
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Cytochrom P450 byl donedavna povaZzovan za enzyeny kielminti postradaji
(Precious a Barrett 1989, Barrett 1997). V&ammosti vSak existuje mnoho dokiad
nejen o pitomnosti gen kodujicich CYP, ale také o aktiwinekterych enzym z této
rodiny u rékolika helminfi. Ve stadiu vyzkumu je genova sekvence kodujici GYP
dulezitych helmint jako jsou nafiklad Schistosoma mansoni, Trichinella spiralis,
Onchocerca volvulus a Ascaris suui@vilink et al. 2009a). U vlasovky slézové
(Haemonchus concortugyla nalezena typicka CYP monooxygenasova aktévisla
na NADPH (Kotze 1997). Také 8. mansonibyla dokadzana vysoka aktivita CYP
(Saees et al. 2002). V této praci byly jako inlbitCYP pouzity DDC a OA. iPtéto
inhibici vS8ak nedoslo k Zzadné statisticky vyznamn&né specifické aktivity enzymu
metabolizujiciho ABZ. BohuZel se tak neptittaprokazat roli tohoto enzymatického
systému na metabolizmu ABZ. Bunotolice CYP nema, nebo je jeho specifita odliSna

od isoforem CYP znamych u jinych Zisidnych druld.

Peroxidasy mohou byt jednou z dalSich skupin erizykteré se podileji na
oxidaci xenobiotik u helmirit (Kotze 1999, Barret 1997). Zatim vSak neexistafre
detailrgjSi informace o jejich participaci na detoxikaci nebiotik u helmind.
Peroxidasy byly u helmiit studovany dosud pouze z hlediska jejich anticxida
funkce (Cvilink et al. 2009a). V malych koncentccbyla nalezena glutathionperoxida
sa u rkterych helmind, nagiklad S. mansoni(Mei et al. 1996). Jako specifické
inhibitory peroxidasy a GPx byly v této praci payAaiS a SHK. Tyto inhibitory v3ak
statisticky vyznamé& neovlivnily specifickou aktivitu enzymu metaboljimiho ABZ.

Proto jsme tiast peroxidasy a GPx na metabolizmu ABZ nemohhnolitt

V praci byl také pouzit AT jako specificky inhibitopro katalasu. Enzym
metabolizujici ABZ vSak i inkubaci timto inhibitorem nezaznamenal Z&dnou
statisticky vyznamnou zénu ve své specifické akti¢it Z tohoto dvodu nebylo mozné
roli katalasy na metabolizmu ABZ potvrdit. Jejiigkt vSak byla nalezena &kterych
hlistic (Bruschi a Lucchi 2001).

Pro inhibitory ANTU a MET byly vypgitany hodnoty IC50 pro kazdou ze
subcelularnich frakci. Hodnota IC50 pro ANTU bylanikrosomalni frakci 0,16uM a
ve frakci mitochondrialni 0,24puM. Pro inhibitor METbyly tyto hodnoty
v mikrosomalni frakci 7,53uM a ve frakci mitochorddini 2,59uM. B porovnani
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téchto hodnot je i&jmé, Ze hodnoty IC50 pro ANTU jsou v obou subcéehilch
frakcich mnohem nizSi nez pro MET. Je tedy mozmégeuzymy, které jsowmito
inhibitory inhibovany, maji k ANTU vySSi afinitu aek MET. Vzhledem k tomu, Ze
hodnoty IC50 pro ANTU i MET jsou velmi nizké, Izégdpokladat, Zze enzymy FMO se
Uc¢astni na sulfoxidaci ABZ na ABZSO.
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7 ZAVER

Vzhledem k tomu, Ze pouziti anthelmintik je v &asné dob jedinou efektivni
metodou v boji s helminty a parazitozami jimitigpbenymi, je velice idezZité ziskat
poznatky o obrannych mechanizmech, kterymi titorteti disponuiji.

Motolice kopinata Dicrocoelium dendriticutn predstavuje parazitického
helminta, ktery byl doposud jen zcela minimalrozkouman. V &olika pracich se
potvrdilo, Ze tento helmint je schopen metabolizamhelmintika, aviak zatim nebyly
prozkoumany enzymyaastnici seschto biotransformaci.

Tato prace se snazila identifikovat jednotlivé engy nebo enzymatické
systémy, které by mohly hrat hlavni roli v biotrorsnaci anthelmintika albendazolu.
Pouzitim specifickych inhibitdrbyla potvrzena zasadni role flavinmonooxygenasovéh
systému fi preméné albendazolu na albendazolsulfoxid. Ostatni pouititébitory
statisticky vyznam& neovlivnily specifickou aktivitu enzymu metaboljimiho
albendazol.

Pro inhibitory ANTU a MET byly zréfeny a nasledh vypccitany jejich
inhibi¢ni koncentrace 1C50. Hodnoty IC50 byly pro inhibit®NTU fadow nizSi nez
pro inhibitor MET. Je tedyigjmé, Ze k ANTU maji FMO vySSi afinitu. Velmi nizké
hodnoty IC50 pro oba inhibitory podporujitgulpoklad, Ze se FMO castni na
sulfoxidaci ABZ na ABZSO.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABZ - albendazol

ABZSO - albendazolsulfoxid
ABZSOO - albendazolsulfon

ANTU - a-nafthylthiourea

AT - 3-amino-1,2,4-triazol

CYP - cytochrom P450

DDC - diethyldithiokarbamat
DMSO - dimethylsulfoxid

FAD - flavinadenosindinukleotid
FMO - flavinmonoxygenasa

GPx - glutathionperoxidasa

GST - glutathion S-transferasa

I3C - indol-3-karbinol

MET - methimazol

MIK - mikrosomy

MIT - mitochondrie

MS - mekaptosukcinat

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OA - oktylamin

SHK - kyselina salicylhnydroxamova

SOD - superoxiddismutasa
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