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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. Ivan Vokial
Skolitel: Doc. Ing. Barbora Szotdkova, Ph.D.

Nazev diserta¢ni prace:

Vyuziti LC/MS pro studium biotransformace xenobiotik u helmintt

Parazité kazdoro¢né zpisobuji mnoho ztrat na lidskych zivotech, ale i na
hospodaftskych zvitatech. Jednou z efektivnich zbrani, které proti nim miizeme vyuzit,
jsou anthelmintika. V fadé piipadi vSak anthelmintika piestavaji pasobit a dochazi
k rozvoji rezistence. Jednou z moznych pii¢in vzniku rezistence je inaktivace lé¢iva na
neaktivni nebo malo aktivni produkty pomoci biotransformace enzymatickym
systémem parazita.

Cilem této prace bylo pfinést nové poznatky o biotransformaci 1é¢iv u helminta.
Diraz byl kladen na vztah biotransformace k rezistenci. Jednou z moznych technik, jak
tohoto cile dosahnout, je studovat pfimo produkty biotransformace, tedy metabolity.
V dnesni dob¢ se tato problematika nejcastéji fesi za pomoci kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie a proto i pro splnéni nasich cili byla tato technika vyuzita.

Byly studovéany biotransformace u zéstupct tasemnic, motolic a hlistic. Tam, kde
to bylo mozné, byli studovéani zastupci hospodaisky vyznamni jako vlasovka slézova
(Haemonchus contortus) nebo motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum). U
tasemnic pak byla ke studiu pouzita modelova tasemnice potkani (Hymenolepis
diminuta).

Studovany byly latky ze skupin benzimidazoli, pyrazinoisochinolinii a
makrocyklickych lakton. U benzimidazolovych 1éCiv byla schopnost parazith
inaktivovat 1é¢ivo potvrzena hlavné u téch 1€¢iv, ktera obsahuji karbonylovou skupinu.
U vlasovky slézové byl dale potvrzen vztah mezi rezistenci a aktivitou enzymu prvni i

druhé faze biotransformace.



Ziskané informace potvrzuji, Ze parazit¢ jsou schopni za urcitych podminek
lé¢iva inaktivovat a tak se branit proti 1é¢bé. Data naméfend v této praci jsou
potencialné vyuzitelna pii dal$im studiu vztahG biotransformace a rezistence u

helmintd, stejné tak, jako V mozném navrhu novych odolnéjsich 1é¢iv.
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Title of Doctoral Thesis:

The use of LC/MS for the study of biotransformation of xenobiotics in helminths

Annually, parasites cause many losses regarding not only human lives but also
the livestock. One of the most effective weapons that can be used against them are
anthelmintics. However, in many cases anthelmintics cease to work and resistance
development occurs. One of the possible mechanisms of resistance is the
biotransformation of the drug to ineffective or less active products by the parasite.

The aim of this work was to bring new knowledge about the biotransformation of
drugs in helminths. Emphasis was given to the relationship between biotransformation
and the resistance of parasites against anthelmintic drugs. A possible technique to
achieve this goal is to study directly the products of biotransformation, i.e. metabolites.
As this issue is nowadays most frequently solved by liquid chromatography and mass
spectrometry, we used this technique to meet our goals.

Biotransformation was studied in representatives of tapeworms, flukes and
roundworms. Where possible, economically important representatives as Barber’s pole
worm (Haemonchus contortus) or lancet fluke (Dicrocoelium dendriticum) were in the
centre of our attention. In the group of tapeworms, model rat tapeworm (Hymenolepis
diminuta) was used.

Substances from groups of benzimidazoles, macrocyclic lactones and
pyrazinoisoquinolines were studied. The ability of parasites to inactivate drugs was
confirmed in the group of benzimidazoles, especially for drugs containing a carbonyl
group. In the case of Barber’s pole worm, the relationship between the resistance and

the activity of biotransformation enzymes was further confirmed.



Acquired information confirms that the parasites are able, under certain
conditions, to inactivate the drug and thus resist the treatment. Data measured in this
work are potentially usable in further studies of the relationship between
biotransformation and resistance in helminths, as well as in possible design of new

drugs.
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1 Uvod

Za miliardy let, po které existuje na zemi zivot, si organismy na nasi planeté
vybudovaly G¢inné mechanismy umoziujici jim se vypoiadat ve svém téle s latkami,
které jim nejsou vlastni, s xenobiotiky. At uz se jednd o mechanismy zahrnujici
transport nebo biotransformaci, je nutné s nimi pocitat dnes vice nez kdy jindy ve

vztahu k 1é¢iviim, denn¢ aplikovanym miliontim lidi i zvifat.

Technik, jak studovat metabolismus léCiv, je mnoho. Patii mezi né¢ techniky
spojené¢ s magnetickou rezonanci, znaceni pomoci izotopi a v neposledni fad¢ také
technika hmotnostni spektrometrie. Tato technika si za desitky let své existence
vybudovala pevné misto v analytickych laboratofich. Bez ni si v soucasnosti nelze
ptedstavit novy vyvoj 1éCiv a ani seriézni farmakokinetické studie. Nejinak tomu je u
studii klinickych. UZzivatel hmotnostniho spektrometru ma v rukou pomérn€ mocny
nastroj, ktery mu umoziuje stanovovat hmoty a ¢astecné i struktury studovanych latek.
Spojenim s vhodné& zvolenou separac¢ni technikou pak ziskdvdme nastroj, ktery ma

velmi Siroké vyuziti v celém spektru piirodnich a 1ékatskych véd.

V dnes$ni dobé je mozné hmotnostni spektrometrii chapat jako prostiedek, pomoci
n¢hoz lze snadno urcit metabolické drahy jednotlivych 1éc¢iv. Vysoka ptesnost a
citlivost uzivanych metod dosazeni cilii usnadiiuje. Spojeni této techniky s technikami
separa¢nimi nejcastéji typu plynové chromatografie nebo dnes hlavné vysokoucinné
kapalinové chromatografie nam umoznuje ziskat informace i1 o velice nepatrnych

mnozstvich latek a metabolitt véetné jejich charakteru.

Veskeré tyto vlastnosti pfedurcuji spojeni separacni techniky zvlasté¢ kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie k vyuziti tam, kde nelze jednoduse ziskat
dostatecnd mnoZstvi vzorku napf. pro nukledrni magnetickou rezonanci. Jednim
z takovych piipadi je také studium metabolismu u helmint. Zde cela fada helminta je
ve velikosti pouze nékolika centimetrii a diky tomu produkovanad mnozstvi metaboliti

dosahuji velmi nizkych koncentraci.

Na prvni pohled se muze zdat studium metabolismu 1é¢iv, konkrétné
anthelmintik, u helminti jako cinnost, ktera postrada smysl. Uvédomime-li si vSak
vztah metabolismu k moznému vzniku rezistence, tak jako tomu byva u patogennich

bakterii (coz jsou V podstaté také organismy Zijici parazitarnim zptisobem zivota), pak
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je zde duvod tohoto studia zcela jasny. Potfeba znalosti o moznych mechanismech
rezistence dale nabyva na vyznamu v moment¢, kdy si uvédomime, jak velké mnozstvi
riznych druhl zije na svété parazitickym zplsobem zivota a jak malo 1éCiv proti nim

mame.



2 Metabolismus l1é¢iv

Na zacatku této prace je zcela zasadni a nezbytné ujasnit si pojmy metabolismus
versus biotransformace a xenobiotikum versus eobiotikum. Terminy biotransformace a
metabolismus jsou Casto uzivany jako synonyma. Termin metabolismus ma vSak byt
uzivan spise k popisu celkového osudu xenobiotika v organismu, coz zahrnuje absorpci,
distribuci, biotransformaci a eliminaci. Biotransformaci pak mizeme chapat uzce jako
¢innost, jejiz produkty nazyvame metabolity. Bézné jsou vSak pojmy metabolismus a
biotransformace zaménovany (Casarett et al., 2001). V souvislosti s metabolismem se
také Casto setkdvame s vyrazem ,,xenobiotikum®. Kazdy organismus se nevyhnutelné
setkdva s cizorodymi sloucCeninami, které zahrnuji jak pfirodni tak vyrobené
slouceniny, jakymi jsou naptiklad 1é¢iva, primyslové chemikalie, pesticidy, polutanty,
produkty pyrolyzy ve vateném jidle, alkaloidy, sekundarni rostlinné metabolity a toxiny
produkované plisnémi, rostlinami a zvifaty. VSechny tyto pro télo cizorodé latky
mizeme nazvat xenobiotiky. Protikladem k tomuto slovu je pak slovo ,,eobiotikum®,

které naopak zahrnuje latky télu vlastni (Casarett et al., 2001).

Biotransformace je biochemicky proces, pomoci kterého se endogenni
komponenty a xenobiotika méni na vice hydrofilni (ve vod¢ rozpustné) entity, coz
zlepSuje moznosti jejich vyluCovani z téla. Ve vétsin¢ piipadu biotransformace vede
k tvorbé¢ neaktivnich latek. Neni vSak neobvyklé, Ze biotransformace vedei k
nezadoucim jevam, zvlasté v souvislosti s1é¢ivy. Tyto mohou zahrnovat rychlou
eliminaci, tvorbu farmakologicky aktivnich metabolit, interakce mezi éCivy
prostiednictvim inhibice nebo indukce metabolizujicich enzymt a také moznost tvorby
toxickych metaboliti. Ztohoto divodu je nezbytné znat veSkeré informace o
metabolismu a biotransformaci nové vyvijenych latek a 1éciv u ¢lovéka i1 zvirat. Velky
diraz pak musi byt kladen pravé na farmakologicky a toxikologicky vyznam
ptipadnych metaboliti (Prakash et al., 2007). Zakladni vztahy mezi biotransformaci a
vlastnostmi metabolitu ukazuje obrazek 1. Z hlediska tématu a cilti této prace je nutné
dodat, Ze studium metabolismu lé¢iv miiZze byt také zdrojem informaci o schopnosti
patogenti, at’ jiz jednobunéénych nebo vicebunéénych, branit se 1é€bé pomoci
biotransformace lé¢iva na neaktivni slouceniny. VSeobecné znama je tvorba beta-

laktamas u bakterii (Pérez-Llarena et Bou, 2009), nicméné mnohobunééné typy
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patogenu také nezlistavaji pozadu a prokazuje se, Ze i zde muze metabolismus roli ve

vzniku rezistence hrat (Coles, 2005).

Xenobiotikum

Biotransformace

Jiné chovani v organismu

Jina biologicka aktivita

Metabolity

QOdlis$na struktura

~_-

Jiné fyzikaln¢-chemické vlastnosti

-

Jiné interakce s biologickym systémem

~
e

Obr. 1: Schéma vztahli mezi biotransformaci, fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi

metabolitti a jejich biologickou aktivitou (Skalova et Bousova, 2011, upraveno).
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2.1 Metabolismus xenobiotik — zakladni principy

In vivo je kazda molekula typicky metabolizovana mnozstvim paralelnich nebo
sekvenénich reakci, spoleCn¢ nazyvanych metabolické drahy. Jiz vroce 1947 R.T.
Williams ptedpokladal, Ze metabolismus nastava ve dvou odlisnych fazich, ,.fazi I“ a
,fazi II“. Tyto terminy jsou pouzivané do dnes. Musime si vSak uvédomit, Ze toto
pravidlo neni vyhradni a Ze miiZe nastat situace, kdy faze I neni nasledovana fazi II a

kdy fazi Il nepfedchazi faze 1.

Reakce spojené s fazi I jsou bézné popisovany jako ,,funkcionalizacni* a zahrnuji
oxidaci, redukci a hydrolyzu (detailngji viz tabulka 1.). Tyto reakce zavadéji do
molekuly metabolizované latky novou polarni funkéni skupinu (oxidace), modifikuji
existujici funkéni skupiny na vice polarni (redukce), ptipadné odhaluji existujici polarni
funkéni skupiny (hydrolyzy). Nejbéznéjsi polarni funkéni skupiny odkryvané nebo
zavadéné v reakcich faze I jsou hydroxyl (-OH), amino skupina (-NH-) a karboxylova

skupina.

Reakce spojené s fazi II se nejCastéji popisuji jako konjungacni a zahrnuji
glukuronidaci, sulfonaci, konjugaci s glycinem/glutaminem, acetylaci, metylaci a
konjugaci s glutationem (detailngji viz tabulka 1.). Jedna se o substitu¢ni reakce, které
spojuji novou skupinu bud'to s parentni latkou nebo metabolitem faze 1. Ne&které
konjugac¢ni reakce zplisobuji dramaticky narast v polarité, a tim padem 1 exkreci, 1éCiva
pfidanim ionizovatelné funkéni skupiny: sulfonace, glukuronidace a konjugace
s aminokyselinami. Jiné konjugacni reakce pouze ukoncuji terapeutickou aktivitu:
metylace a acetylace. Jeden typ konjuga¢nich reakci chrani proti reaktivnim
metabolitim: konjugace s glutationem (Nassar et al., 2009).
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Tab. 1: Zatazeni zakladnich reakci dle faze I a faze II (Gibson et Skett, 2001,

upraveno)

Faze 1 Faze 11

Oxidace Glukuronidace / Glukosidace

Redukce Sulfonace

Hydrolyza Metylace

Hydratace Acetylace

Isomerizace Konjugace s aminokyselinami
Konjugace s glutationem
Konjugace s mastnymi kyselinami
Kondenzace

Nelze také zapominat na transportni proteiny, které se uplatiuji jak v transportu
1é¢iv, tak endogennich substanci. Dnes je jasné, Ze transportéry hraji roli jak v piijmu,
tak ve vydeji 1é¢iv i jinych chemickych substanci v riznych tkanich a mohou byt
kli¢ovym ¢initelem ve farmakokinetice 1é¢iva. Inhibice a indukce rtiznych transportért
ve tkanich muze vést, a ¢asto také vede, K interakcim, které mohou mit za nasledek
vyskyt nezadoucich ucinkd, ptipadné uplné vymizeni ucinku (Nassar et al., 2009).
Transport, konkrétné export, je také v uzkém vztahu k biotransformaci 1é¢iva, protoze
pravé effluxni transportéry napomahaji odstranéni metabolizovaného 1éciva z buiky

(Marquez et Van Bambeke, 2011).

V souvislosti s tématem a cili prace je pak dobré zminit roli transportérii ve
vztahu K rezistenci na 1é¢bu. Napiiklad u parazita Schistozoma mansoni byla prokazana
vyssi exprese RNA pro transportni protein SMDR2, coz je homolog P-glykoproteinu,
po expozici subterapeutickymi davkami lé¢iva praziquantel (PZQ). Stejné tak byla
zjisténa vysSi exprese tohoto transporteru u izolati S. mansoni z Egypta, kde byla
zjisténa nizsi citlivost k 16€bé pomoci PZQ (Messerli et al., 2009). Parazité jsou vsak
zatim Z hlediska této problematiky relativné malo prozkoumanou skupinou organismil.
Jinak tomu ovSem je u celé fady bakterii, kde je jiz zcela evidentni, Ze effluxni
transportéry piispivaji k rezistenci proti 1€cb¢ antibiotiky, nebo dokonce tvoii hlavni
¢ast mechanismu rezistence. Effluxni transportéry byly zjiSt€ény u Gram-negativnich

bakterii, Gram-pozitivnich bakterii i mykobakterii (Li et Nikaido, 2009). S transportéry
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a rezistenci na 1écbu se miizeme setkat také u lidi, pfipadné zvitat, kdy nckteré typy
nadort exprimuji zvySeny pocet effluxnich transportér, coz ma 1 zde za nasledek

snizeni ucinku 1é¢by, piipadné jeho plné vymizeni (Baguley, 2010).

Cilem studia vSech vySe zminénych jevl je identifikovat hlavni metabolity,
stanovit jejich toxicitu, biologickou aktivitu, eventualné¢ farmakokinetiku. Minimalné
Vv identifikaci metaboliti a ve farmakokinetice metaboliti i parentni latky mohou
Vv dne$ni dob& hrat velkou roli techniky kapalinové chromatografic spojené

s hmotnostni spektrometrii (LC/MS).

2.2 Fazel

Jak jiz bylo nastinéno v tivodu k této kapitole, faze I metabolismu xenobiotika
zahrnuje zvySeni polarity molekuly. Jako ptiklady biotransformacnich reakcei jsou v této
kapitole zminény dvé — oxidac¢ni reakce a redukéni reakce. S obéma z téchto

zminovanych reakci se miizeme setkat U helmintti studovanych v této praci.

2.2.1 Oxidaéni reakce

Oxida¢ni reakce zahrnuji: hydroxylace, oxidace alkoholti a aldehydi, oxidaéni

deaminace, dealkylace, oxida¢ni dehalogenace, N-oxidace, S-oxidace.
Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou sirokou nadrodinou hemoproteint. Jsou klicovymi
enzymy nejen v metabolismu xenobiotik, ale hraji ulohu i v metabolismu eobiotik.
Vyskytuji se ve velkém poctu isoforem a byly nalezeny jak u prokaryotnich, tak i
eukaryotnich organismi. V soucasné dobé€ je jiZ znamo nékolik tisic gent kddujicich
CYP. V lidském organismu jsou nejcastéji zastoupeny v jatrech, gastrointestindlnim
traktu, plicich a ledvinach, avSak v mensi mife je nalezneme prakticky ve vSech tkanich
téla. Na zéklad¢ podobnosti v aminokyselinové sekvenci apoproteinu se déli nadrodina

CYP do rodin, podrodin a jednotlivych isoforem.

Odlisnost v aminokyselinové sekvenci se projevuje i odlisSnymi vlastnostmi jako
preference K riznym substratim ¢i citlivost k nékterym induktorim a inhibitorim.

Zastoupeni jednotlivych isoforem se u riznych organismt lisi.
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Nejvyznaméjsimi CYP z hlediska metabolismu xenobiotik u ¢lovéka jsou:
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP1A1, CYP1A2, a CYP2E1 (Skalova et BouSova,
2011).

Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) jsou dal§imi vyznamnymi enzymy, které se
ucastni oxidacnich reakci xenobiotik. Substraty téchto enzyml nejcastéji obsahuji
heteroatomy (hlavné N, Sa P). Jednd se o membranové proteiny lokalizované na
hladkém endoplazmatickém retikulu. Nejvice jsou exprimovany v jatrech, nicméné,
vyskytuji se i v dalSich tkdnich. Jako kofaktor pak vyuzivaji NADPH. Rodina FMO
neni ve srovnani s rodinou CYP natolik rozsahla (u ¢lovéka pouze 5 isoforem) (Skalova

et BouSova, 2011).
DalSi oxidasy podilejici se na biotransformaci xenobiotik

Mezi dalsi oxidasy s pomérné velkym vyznamem lze zafadit perosidasy, které
patii k nejvyznamngj$im intracelularnim enzymovym antioxidantim. Ugastni se viak i
metabolismu xenobiotik. Ze zastupcu peroxidas lze jmenovat: glutathionperoxidasy

nebo myeloperoxidasu.

Oxidasovou  aktivitu  vykazuji ~ve  vztahu ke xenobiotikim  také
alkoholdehydrogenasa, aldehyddehydrogenasa, aldehydoxidasy, xantinoxidasy,
monoaminoxidasy a diaminooxidasy. Mnohé ztéchto enzymi jsou dllezité

vV metabolismu eobiotik (Skéalové et Bousova, 2011).
Oxidace xenobiotik u parazitu

Soucasné informace o Ucasti oxidas na biotransformaci xenobiotik u helmintd
jsou nedostate¢né a nejasné. Ceka se na detailngjsi informace, které mohou piinést
rozrustajici se  proteomické studie (http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/
helminths/). Asi nejvice prostudovanym ztohoto pohledu je nepatogenni hlistice
Caenorhabditis elegans, v jejimz genomu bylo nalezeno pét genti pro FMO a dale 80
geni kodujicich CYP. ProtoZe se vSak jedna o modelovou hlistici, ktera nezije
parazitickym zplsobem Zivota, nelze jednoznacné vyznam téchto zjiSténi posoudit.
U paraziti se setkdvame také s vyraznym zastoupenim peroxidas, u kterych je zndmo,

ze mohou u savcl katalyzovat oxidaci xenobiotika. Role peroxidas u helminti ve
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vztahu ke xenobiotiku vSak doposud, na rozdil od vztahu k antioxida¢ni funkci proti

reaktivnim formam kysliku, studovana nebyla.

Monooxygenasové aktivity CYP pro modelové substraty (epoxidace aldrinu a
deethylace ethoxykumarinu) byly nalezeny u mikrosomt z L1-L3 larev parazita
vlasovky slézové (Haemonchus contortus). Dospélé parazitujici stadium vsak
V porovnani s L1-L3 larvami vykazovalo tyto aktivity velmi nizké. U mikrosomalnich
frakci Schistosoma mansoni byly taktéz pozorovany CYP-like aktivity pro modelové

substraty (aminopyrin, etylmorfin, benzfetamin a dalsi) (Cvilink et al., 2009b).

Jednoznac¢né jsou tdaje o oxidaci albendazolu (ABZ) a triklabendazolu (TCBZ) u
parazitii Fasciola hepatica, Moniezia expanza, Ascaris suum, Haemonchus contortus a
Dicrocoelium dendriticum. U téchto parazitd byla detekovana schopnost oxidovat
zminéna 1éciva, nicméné lokalizace oxidacnich enzymil a jejich aktivity se druh od
druhu zna¢né 1i8i. Ve v8ech ptipadech se vsak jednalo o sulfoxidaci (viz obrazek 2.) U
D. dendriticum a F. hepatica byla dale v mitochondridlnich frakcich popséana i tvorba
sulfonu u ABZ resp. TCBZ (Cvilink et al., 2009a; Cvilink et al., 2009b).

Albendazol Albendazol sulfoxid

Obr. 2: Priklad sulfoxidace ABZ (Cvilink et al., 2009a)

2.2.2 Reduk¢ni reakcee

Redukce je opacnym pochodem nez oxidace a ve své podstaté muze zahrnovat

ztratu atomu kysliku nebo adici dvou atomt vodiku (Skalova et BouSova, 2011).

Mezi reakce redukéni mizeme zatadit: azo- a nitro-redukce, redukce karbonylu,
redukce disulfidd, redukce S-oxidt a N-oxidu, redukce chinond, redukéni dehalogenaci

a dehydrogenaci dihydropyrimidinu (Casarett et al., 2001).
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Reduktazy xenobiotik

Redukce nékterych aldehydi na primarni alkoholy a ketoni na sekundarni
alkoholy je katalyzovana alkoholdehydrogenasou a enzymy redukujicimi karbonylovou
skupinu. Enzymy redukujici karbonylovou skupinu jsou monomerni NADPH-
dependentni enzymy pfitomné u savcl v krvi a cytosolickych frakcich jater, ledvin,
mozku a jinych tkani. (Casarett et al., 2001) Tyto enzymy muzeme rozd¢lit do tii
velkych nadrodin a to do nadrodiny aldo-ketoreduktas (AKR), dehydrogenas/reduktas
s kratkym fetézcem (SDR) a dehydrogenas/reduktas se stiedné dlouhym fetézcem
(MDR) (Skalova et Bousova, 2011).

AKR jsou nadrodinou cytosolickych oxidoreduktas. Vyskytuji se ve vétSing
zivych organismi, jsou tkanové specifické a vyuzivaji NADPH jako kofaktor pfi
redukci aldehydi a ketonl na primarni a sekundarni alkoholy. Obecnym rysem AKR je
jejich nizkad substratovd specifita a schopnost preméinovat jak latky endogenni

(sacharidy, ketosteroidy), tak xenobiotika (Cvilink et al., 2008b).

SDR je nadrodinou nejrozséhlejsi. Enzymy této nadrodiny byly zjistény u vSech
forem zivych organismt, od primitivnich bun€k az po vys$si organismy. Jednd se o
NAD(P)(H) dependentni oxidoreduktasy dosti odlisné od rodin AKR a MDR. U SDR
se mizeme setkat jak se substraty endogennimi, tak také xenobiotiky (metyrapon,

doxorubicin, o-chinony)

MDR je nadrodina zahrnujici klasické jaterni alkoholdehydrogenasy, chinon
reduktasy, leukotrien B4 dehydrogenasy a mnoho dalSich forem. Substraty téchto
reduktas jsou jak fyziologické (steroidy, prostaglandin, monosacharidy), tak i

xenobiotika (alifatické a aromatické aldehydy a ketony (Skalova et Bousova, 2011).

@) o
F N 0 F N O
S, o [ g 5 S
N
H H
o} OH
Flubendazol Redukovany flubendazol

Obr. 3: Priklad redukce karbonylu u lé¢iva FLU (Cvilink et al., 2008b).
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Redukce xenobiotik u helminta

Reduktasy a hydrolasy jsou povazovany za dulezité biotransformacni enzymy u
helminti po mnoho let. Redukce ptedstavuje hlavni metabolickou cestu u sloucenin
nesoucich karbonylovou skupinu. U H. contortus byla studovana schopnost pfeménit
FLU na jeho redukovanou formu (viz obrazek 3.). Toto zjisténi miZzeme povazovat za
snahu parazita o deaktivaci u¢inku dané latky. Redukce modelovych sloucenim vSak
byla zaznamenana také u dalSich paraziti, jako jsou tasemnice potkani (Hymenolepis
diminuta), Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides) a tasemnice ov¢i (Moniezia
expanza) (Cvilink et al., 2009b).

2.3 Fazell

Reakce faze II metabolismu xenobiotika nazyvame konjugacni. Tato kapitola je
zaméfena detailngji na ty reakce, které bezprosttedné souvisi s problematikou

biotransformace 1é¢iv u parazitii a tématem a cili této prace.

2.3.1 Konjugace s glukézou

Konjugace s glukézou byla popsana u H. contortus a to pro FLU i ABZ (Cvilink
et al., 2008). V tomto piipad¢ se biotransformaéni reakce ti¢astni mikrosomalni enzym
UDP-glucosyltransferasa (UGIcT). Jedna se o reakci v zivoCisné FiSi ponckud
nestandardni, protoze s UGICT v metabolismu 1é¢iv se setkavame spiSe v Fisi rostlinné

(Von Rad et al., 2001).

U H.contortus byla popsana tvorba O-gluk6zového konjugatu u redukovaného
FLU, ktery je tvofen pifednostné¢ pifed N-gluk6zovymi konjugdty neredukované
molekuly. U 1éciva ABZ pak byla pouze popsana glukosidace na parentni molekule.
Pravdépodobné se opét jednalo o N-glukézové konjugaty (Cvilink et al., 2008b). Ve
vSech ptipadech lze produkty glukosidace povazovat za produkty bez anthelmintické

aktivity.
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2.3.2 Konjugace s metylem

Metylace je béznou reakci u eobiotickych substratii, avSak u xenobiotik je mén¢
Castou. Metylova skupina miiZze byt navazana pies kyslik, dusik nebo siru. O-metylaci
podléhaji fenolické latky, S-metylaci thioly a N-metylaci dusikaté heterocyklické
slouCeniny. Donorem metylu je S-adenosylmethionin. Metylaci katalyzuji rdzné
metyltrasnferasy, jejichZz nazvy vychazeji z preferovaného substratu jako napf. u
katechol-O-methyltransferasy (Skalova et Bousova, 2011). Metylace je jedna z mala
reakci, které nesnizuji lipofilitu xenobiotika (Cvilink et al., 2009a).

2.4 Transport (import/export)

Pfenasece nebo také transportéry muzeme charakterizovat jako proteiny
lokalizované v membrané, které prenaseji latky ptes lipidovou dvojvrstvu bunék. Velké
mnozstvi transportnich proteinii se ucastni transportu eobiotik, avSak existuji také
transportéry, které transportuji pievazné xenobiotika. Rada transportért pro eobiotika je
také schopna transportovat néktera xenobiotika, zvlasté pak, jsou-li strukturné podobna
eobiotikiim. Podle sméru transmembranového pienosu jsou transportéry déleny na tzv.
uptake (importujici) a efflux (vypuzujici ¢i exportujici) transportéry. (Skalova et
Bousova, 2011) Effluxni transportéry navic maji velky vyznam ve vzniku lékové
rezistence. ATP-binding cassette (ABC) transportéry jsou hlavni rodinou exportnich

transportéru, z nich nejznamé;jsim zastupcem je P-glykoprotein (Cvilink et al., 2009b).

2.4.1 P-glykoprotein

Prvnim objevenym a patrné také nejznaméjSim transportérem schopnym pienéaset
xenobiotika je P-glykoprotein. Patii do rodiny ABC transportér a je oznacovan jako
ABCBL. Je povaZovan za soucast detoxika¢niho systému s primarni ulohou eliminace
lipofilnich latek ztéla. Je také prokazano, ze P-glykoprotein muze slouzit i jako
transportér pro néktera eobiotika. Z xenobiotik bylo identifikovano jiz nckolik stovek
substrati  (Skalova et BouSova, 2011). V metabolismu xenobiotik jsou ABC
transportéry obecné schopné zprostfedkovat efflux jak lipofilnich xenobiotik, tak jejich

hydrofilnich metabolitl a konjugéti tvofenych ve fazi I a II (Cvilink et al., 2009b).
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Transport xenobiotik u helminta (import/export)

U helmintt byl z transportérit v minulosti studovan hlavné P-glykoprotein. ABC
transportéry byly nalezeny v mnoha druzich helmintti. Za zminku stoji napt. motolice S.
mansoni a F. hepatica nebo obli ¢ervi H. contortus a Onchocerca spp. U H. contortus
pak byla lokalizovana pfitomnost P-glykoproteinu pomoci monoklonalnich protilatek
podél traviciho traktu. Nekteré studie dale zminuji pfitomnost jiného z rodiny ABC
transportérti, takzvaného ,,breast cancer resistant protein® (BCRP), nicméné informace
0 tomto transportéru u bezobratlych jsou velice limitované (Bartikova et. al., 2011).

Transport 1é¢iva do téla helminta ve vétSin€ ptipadd zavisi na lipofilité 1€civa.
V effluxu lé¢iva ven z téla je pak piedpokladano zapojeni ABC transportéra (Cvilink et
al., 2009b). Informace o pfispéni aktivniho transportu pii detoxikaci téla helminti

doposud nejsou znamé.
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3 Hmotnostni spektrometrie ve studiu biotransformace 1é¢iv

Pfi vyzkumu metabolismu 1é¢iv, zvlasté v tom raném, se uplatituji jednoduché in
vitro systémy, jako jsou subcelularni frakce z jater, ptipadné dané¢ho studovaného
organismu, hepatocyty, bunééné kultury nebo perfundované organy. V dal$im kroku ve
vyzkumu metabolismu a metabolickych drah se uplatiiuji laboratorni zvitfata. Je nutné
dbat na to, aby se dany druh metabolicky co nejvice podobal druhu cilovému (Prakash
et al., 2007).

Kofeny studia metabolismu 1é¢iv sahaji do doby pied 200 lety, kdy byly
izolovany prvni metabolity z moci zvitat a lidi. Jako o disciplin€¢ pak mizeme hovofit o
metabolismu 1é¢iv v souvislosti s publikaci nazvanou Detoxification Mechanisms: The
Metabolism of Drugs and Allied Organic Compounds od autora R.T. Williamse z roku
1947, kterd shrnovala do tehdejSi doby zndmé informace o metabolismu léciv a
organickych sloucenin. Béchem let pak potfeba detekce a identifikace metabolismu
1é¢iv dramaticky nariistala. Dusledkem této potfeby je dnes vyuzivani hmotnostni

spektrometrie témét v kazdém aspektu studia metabolismu 1é¢iv (Rossi a Sinz, 2002).

V minulosti byla pro kvantifikaci a identifikaci sledovanych komponent ve
slozitych smésich vzorkl Siroce uzivana plynova chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii (GC/MS). Avsak, z divodu slozitého procesu derivatizace analytu pied
GC/MS analyzou, dale z divodu vyssi rychlosti, lepsiho rozliseni, vyssi senzitivity a
specifity kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC/MS/MS) je tato upiednostiiovana pro rychlou identifikaci metaboliti. Nejcastéji
uzivané tandemové hmotnostni spektrometry zahrnuji typy jako trojity kvadrupdl,
trojdimenzionalni iontovou past a kvadrupol nasledovany analyzatorem doby letu.

Existuji vSak 1 jiné méné uzivané typy hmotnostnich spektrometrt.

Né&které typy pristrojii, jako jsou napf. iontové pasti, analyzatory doby letu,
analyzatory se schopnosti fourierovy transformace, maji dal$i moznosti, které mohou

usnadnit identifikaci studované latky, metabolitu (Prakash et al., 2007).
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3.1 Ionizacni techniky

Kapalinova chromatografie je vétSinou kombinovana s technikami ionizace za
atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionization — API), které umoziuji spojeni
S hmotnostnim spektrometrem. NejcastéjSimi API technikami, se kterymi se mizeme
pii studiu metaboliti setkat, jsou ionizace elektrosprejem (electrospray ionization —
ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical
ionization — APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
photoionization — APPI) (Ma et al., 2006). Je vSak nutné fici, Ze neexistuje univerzalni
ionizacni technika vhodna pro vSechna léCiva a jejich metabolity a je vzdy potifeba
zvazit na zéklad¢ vlastnosti latky, kterou techniku pouzit. Dal$i ioniza¢ni techniky,
které vSak zatim ve studiu metabolismu 1é¢iv nejsou tak vyrazné zahrnuji techniky
Matrix-assisted laser/desorption ionization (MALDI) a desorpce ESI (DESI) (Holcapek
et al., 2008).

ESI

ESI je metoda, diky které latky rozpusténé v roztoku mohou byt prevedeny do
plynné faze jako ionty. Sprejovani je vysledkem nabijeni roztoku ve Spicce kapilary
pomoci vlozeni vysokého potencidlu mezi kapilaru a blizkou elektrodu. Zakladni
kroky, vedouci k formovani iont, které nasledné¢ vstupuji do hmotnostniho
spektrometru, jsou: 1. tvorba nabitych kapiek na konci kapilary elektrospreje, na
kterou je vloZen vysoky potencial, 2. redukce velikosti nabitych kapicek odpatenim
mobilni faze, ktera vede k rozpadu kapicek (Coulombické exploze) a tvorbé velmi
malych, vysoce nabitych kapicek schopnych uvoliiovat ionty do plynné féaze, 3.
produkce iontli v plynné fazi. VSechny tyto kroky se dé&ji za atmosférického tlaku.
Zakladem vseho je tedy tvorba nabitych kapicek. Ve spektru pak nejcastéji pozorujeme
ionty typu [M+H]" nebo [M-H] a to v zavislosti na tom, zda mé&fime v pozitivnim,
nebo negativnim modu. Jsou v8ak mozné a Gasté i jiné typy iontl jako napf. [M+Na]”,
[M+K]" a dalsi (Niessen, 2006; Cole et al., 2010). Slou¢eniny, které 1ze touto technikou
studovat, zahrnuji iontové slouceniny, neutralni nebo polarni slouc¢eniny, které mohou
byt protonovatelné nebo depronovatelné a také nepolarni slouceniny, které podstupuji

oxidaci nebo redukci na Spicce kapilary elektrospreje (Ardrey, 2003).
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APCI

APCI je zalozena na rozpoustédlem zprostiedkované chemické ionizaci
prostiednictvim iont-molekulové reakce v iontovém zdroji, iniciované -elektrony
produkovanymi na jehlové vybojové elektrodé. Elektrony z této elektrody spoustéji
sekvenci reakci, které nakonec vede k tvorbé nabitych iontii typu [M+H]" nebo [M-H]
ale 1 iontd typu adukti se slozkami rozpoustédla. Jedna se o dopliikkovou techniku
k ESI, ktera umoziuje i ionizaci nepolarnich nebo slab¢ polarnich latek (Ardrey, 2003;
Niessen, 2006).

APPI

APPI je nejmlads$i technikou ze tfi zmiflovanych ionizacnich technik za
atmosférického tlaku. Je to technika vyuzitelnd pro malo polarni nebo nepoldrni
slouceniny. Stavbou zdroje se podoba APCI, avsak jehlova elektroda je zde nahrazena
lampou emitujici fotony. (Hayen et Karst, 2003) Zakladnim principem této techniky je

tvorba molekularniho iontu (M™) diky absorpci fotonu a uvolnéni elektronu.
M+ hv > M*™ + e~

Tento piimy pfistup vsak neni dostatecné ucinny. Z tohoto divodu je do mobilni
faze nebo rozprasovaciho plynu pfidavana latka timto zpisobem snadno ionizovatelna

— dopant (D) ktera zvySuje odezvu. Nejcastéji se uziva toluen nebo anisol.
D+hv ->D*+e”
D*+M - D+ M*

Druhé reakce nastava pouze v piipadé, kdy je elektronova afinita analytu vyssi
a/nebo pokud je ionizacni potencial analytu niz8i neZ u dopantu. V zavislosti na pouzité
mobilni fazi pak mize dochizet i k tvorbé protonovanych analytd typu [M+H]"
namisto tvorby radikalu (Niessen, 2006).
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3.2 Hmotnostni analyzatory

Funkci hmotnostniho analyzatoru je separovat ionty vzniklé v iontovém zdroji
podle jejich rozdilného poméru hmota/naboj (m/z). Kvalita hmotnostni separace je
charakterizovana stupném, jak blizké m/z hodnoty mohou byt v hmotnostnim
analyzatoru rozliSeny. Hovofime o rozliSeni hmotnostniho analyzatoru (R), které je
definovano jako Rrwnm = m/z / A m/z, kde m/z je hmota / naboj cilového peaku a A m/z
je plné Sitka v poloviné maxima tohoto peaku. Podle rozliseni jsou pak hmotnostni
analyzatory rozdélovany do skupin s nizkym (kvadrupodly a iontové pasti) a vysokym
(analyzator doby letu, analyzatory s Fourierovou transformaci) rozliSenim (HolCapek et
al., 2008). Hmotnostni analyzator je uzivan ¢asto jako zaklad pro rozliSeni riznych typa
hmotnostnich spektrometr (Ramanathan, 2009). V dnes$ni dobé rozeznavame celou
fadu hmotnostnich analyzatort, které se li§i principem funkce, vlastnostmi a také
vhodnosti k riznym typiim analyz a experimentli. Zde je uvadén pouze kratky prehled

V soucasnosti nejbéznéjsich hmotnostnich analyzatort.

Co se vhodnosti tykd, iontové pasti jsou nejcastéji uzivadny pro studium
fragmentacnich cest, trojité kvadrupoly jsou velmi vhodné pro kvantifikace. Naproti
tomu analyzatory s vysokym rozliSenim jako jsou TOF nebo analyzatory s Fourierovou
transformaci jsou 1épe vyuzitelné pro urceni elementarniho sloZeni slouc¢enin (Holcapek

et al., 2008).

Kvadrupolovy hmotnostni filtr

Jednd se o nejrozsifenéjsi hmotnostni analyzator v LC/MS. Tento typ
hmotnostniho analyzatoru (quadrupole mass filter — QMF) je sloZen ze 4 paralelné
vedoucich ty¢i. Vzdy na dvou protilehlych tyc¢ich je vloZeno stejnosmérné kladné nebo

zaporné napéti. Na tyCich je pak superponovano vysokofrekvencni stiidavé napéti.

Pti dané kombinaci stejnosmeérného napéti a stfidavého napéti na tycich jsou
trajektorie iontli o zvolené m/z stabilni. Takovéto ionty nasledné projdou na detektor
hmotnostniho spektrometru. lonty s nestabilnimi trajektoriemi neprojdou timto filtrem,
vybiji se na tyCich kvadrupoélu a jsou odsiaty vakuovym systémem. Na detektor se

nedostanou.
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RozliSeni tohoto analyzatoru zavisi na pomérech mezi stejnosmérnym a
sttidavym napétim a dale také na kvalité¢ a postaveni ty¢i. VSeobecné se da fici, ze QMF
pracuje s jednotkovym rozlisenim hmoty. Nov¢jsi analyzatory tohoto typu jsou schopny
poskytnout rozliseni v fadu desetin jednotek bez zhorSeni odezvy analyzatoru (Niessen,

2006).

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Pti studiu struktury latek vSak pouhd informace o hmoté daného iontu nestaci a
nekdy je nutné ziskat také dalSi informace. Pokud zvySime vnitini energii iontu se
sudym poctem elektronii, mizeme dosdhnout vyvolani fragmentace. To mize byt
vyvolano kolizni aktivaci skrze kolize vybraného iontu s molekulami neutralniho plynu.
Hovofime o tzv. kolizné¢ indukované disociaci (z angl. Collision-induced dissociation —

CID).

Tohoto jevu vyuzivaji instrumenty s trojitym kvadrupolem, kde prvni a treti
kvadrupol slouzi jako analyzator hmoty v klasickém rezimu QMF. V prostifednim,
naplnéném inertnim plynem, dochdzi ke kolizim a slouzi tak pouze jako kolizni cela.
Na prvnim kvadrupélu dochazi k vybrani prekurzorového iontu, ten je nasledné
zaveden do kolizni cely a fragmentovan na produktové ionty. Tyto ionty jsou nasledné
analyzovany. Treti kvadrupol slouzi opét k selekci rozsahu méfeni nebo vybéru
produktovych iontii. O tomto pfistupu mizeme hovofit jako o tandemové hmotnostni

spektrometrii, zkracené MS/MS (Niessen, 2006).

Trojité kvadrupoly nejsou jedinymi instrumenty, které jsou schopné MS/MS
analyz. DalSimi instrumenty jsou iontové pasti, iontové cyklotronické rezonance
S Fourierovou transformaci, magnetické sektory, a dal$i hybridni typy. U téchto

zminénych instrumentd v§ak mize dochazet k vyvolani CID odlisnym mechanismem.

Iontova past

Pod pojmem iontova past mizeme rozumét dva typy analyzatort hmoty. Prvnim
Z nich je trojdimenzionalni iontova past, druhym pak linearni iontova past (n€kdy také

oznacovana jako dvojdimenzionalni).
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Trojdimenzionalni iontova past je tvorena jednou kruhovou elektrodou a dvéma
elektrodami uzavirajicimi z obou stran elektrodu kruhovou. Tyto koncové elektrody
maji uprostied otvory jedna pro vstup iontl z iontového zdroje a druha pro vystup iontt
na detektor. Tento analyzator funguje v pulznim modu. Vyhodou tohoto analyzatoru je

moznost tvofit experimenty typu MS/MS, piipadné MS" (Niessen, 2006).

Linearni iontova past je na rozdil od predchozi slozena ze Ctyf soubéznych tyci
podobné, jako tomu je u kvadrupolového analyzatoru. I u tohoto analyzatoru je mozné

provadét experimenty MS" (Niessen, 2006).

Jak linearni tak trojdimenziondlni past piedstavuje analyzatory s nizkym
rozlisenim, aviak vyhodou je pravé jejich schopnost MS" scanii, které jsou vhodné pro

studium fragmentacnich cest (HolCapek et al., 2008).

Analyzator doby letu (Time-of-Flight — TOF)

Tento analyzator je koncepcné nejjednodussi ze vSech zde zminénych typi
analyzatoru. lonty jsou do tohoto analyzatoru vpoustény ze zdrojové oblasti v pulzech a
urychleny elektrickym polem k praletu TOF trubici. lonty s nizkym pomérem m/z
cestuji vyssi rychlosti a dolétnou na detektor rychleji, zatimco ionty s vysokou m/z
pomaleji. Existuji také hybridni instrumenty kombinujici QMF a TOF analyzatory
(Niessen, 2006).

TOF je zastupcem analyzatoru hmoty s vysokym rozliSenim. U takovychto typi
analyzatori je dilezitym parametrem spravnost uréeni hmoty (v orig. Mass Accuracy).
Tento parametr je definovan jako MA = 108 x (M/Zexp - M/Zieor) | MIZigor, KAY M/Zewy je
experimentalné zméfené M/Z @ M/Zeor je teoreticky vypocCitana hodnota. S externi
kalibraci by méla spravnost urCeni hmoty byt pod 5 ppm (parts per million). To
umoziuje ur€it, nebo alespont usnadnit uréeni elementarniho slozeni studované

molekuly (Hol¢apek et al., 2008).
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Hmotnostni spektrometr s Fourierovou transformaci

Hmotnostni spektrometry s Fourierovou transformaci jsou schopné poskytovat
vysoké rozliSeni i vysokou spravnost urCeni hmoty. Jedna se vSak o instrumenty
znatelné drazsi, nez vySe zminované. Zastupci této techniky jsou iontova cyklotronicka

rezonance a orbitalni past (HolCapek et al., 2008).

3.3 Typy skeni

V zavislosti na konfiguraci instrumentu jsou tandemové a hybridni hmotnostni
spektrometry schopny poslouzit mnohem vice, neZ pouze uréit hmotu studované
molekuly. Nasledujici seznam termint se vztahuje k riznym typim skent, které mohou
piinést informace o studované latce a pomoci s jeji identifikaci (Ramanathan, 2009).

Rada z téchto mod je pak u studia metabolismu 1é¢iv plné vyuzitelna.
Snimani celého spektra

Jedna se o proces, pfi kterém jsou ziskdny informace o hmotich z predem
nastaveného rozsahu m/z (Ramanathan, 2009). Naptiklad pfi nastaveni rozsahu m/z 50-
2000 dostavame informace o piitomnosti/nepfitomnosti ionttt o m/z o velikosti od 50 do

2000.
Monitorovani vybraného iontu — (Selected ion monitoring)

Hmotnostni spektrometr vtomto modu sleduje pouze molekuly o piedem
nastavené m/z (Ramanathan, 2009). Chceme-li naptiklad sledovat, zda jsou ve vzorku
pfitomny ionty lé¢iva monepantelu (MO), které ma m/z vkladném modu 474,

nastavime pfedem pravé tuto hmotu. Ostatni hmoty budou detektorem ignorovany.
Sken prekurzorovych ionti

Prekurzorovy iont je iont vybrany pii prvni hmotnostni analyze MS/MS procesu.
Drive se uzival také termin rodicovsky iont. Sken prekurzorovych iontti pak znamena,
ze hmotnostni detektor hleda na zaklad¢ nastavené hmoty produktového iontu ptivodni
molekulu. Tato technika je zvlasté uzitecna v ptipade, kdy zndme typické produktové
ionty pro urcitou skupinu latek nebo metabolitii a hledame tyto struktury ve sloZitéjSich

matricich, jakymi mohou byt napt. extrakty tkani, plazmy a dalsi (Ramanathan, 2009).
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Sken produktovych ionti

Produktovy iont je typ iontu vytvoieného fragmentaci prekurzorového iontu.
Diive se uzival také termin dcefiny iont. Sken produktovy iontl pak znamena uréeni
hmoty v§ech moznych iontl vytvofenych z vybraného prekurzorového iontu. Jedna se o
klicovy krok pii charakterizaci neznamych sloucenin, ktery mulze usnadnit urceni

funk¢nich skupin nebo struktury (Ramanathan, 2009).
Sken neutralnich ztrat (MS/MS)

UrCeni kombinace prekurzor/produkt, ktera se vyznacuje specifickou
charakteristickou ztratou ¢asti molekuldrniho iontu. Obzvlasté je tato technika uzite¢na
v ptipad¢, kdy charakteristickd ztrata je neutrdlni a nemuze byt pfimo detekovéna
hmotnostnim spektrometrem (Ramanathan, 2009). Ptikladem mutze byt sken
neutralnich ztrat, kde sledujeme ztrdty o hmotnosti 162 u a hleddme pary
prekurzor/produkt, které se o tuto hodnotu lisi. Ztrdta 162 u je typickd pro N-
glukosidové metabolity benzimidazolovych anthelmintik. Takto nastaveny stroj by tedy
Vv idedlnim ptipadé¢ nalezl vS§echny N-glukosidové metabolity. Ztrata 162 u reprezentuje

ztratu anhydrogluko6zy (Cvilink et al., 2008b).
Monitorovani vybrané reakce (MS/MS)

Monitorovani vybrané reakce (selected reaction monitoring — SRM) je proces, pii
kterém je nejprve vybran prekurzorovy iont, ktery je nasledné fragmentovan v kolizni
cele (vptipadé MS trojittho kvadrupodlu). V nasledujici analyze je pak vybran
konkrétni produktovy iont. Tato technika se ¢asto pouZziva u kvantitativni analyzy dobie
charakterizovanych sloucenin, u kterych je znamy prekurzor-produktovy par
(Ramanathan, 2009).

3.4 Techniky vedouci k urychleni identifikace metaboliti

Existuje né€kolik technik, které mohou usnadnit identifikaci metabolitu léciva.
Mezi tyto techniky patii znaceni stabilnim izotopem, méfeni piesné hmoty, zaména
vodik/deuterium, vyuziti APCI pro odliseni N-oxidace od hydroxylace, na datech

zavislé méfeni a vyhodnoceni zalozené na méfeni hmotnostniho defektu (z anglického
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Mass defect) (Ma et al., 2006). Pro tuto praci vyznamnou technikou je technika méfeni

piesné hmoty a hmotnostniho defektu, které spolu uzce souvisi.

3.4.1 Méreni presné hmoty

Pfesna hmota molekuly je dana sectenim presnych hmot jednotlivych izotopt pro
kazdy zakladni atom v molekule a 1isi se od hodnoty nomindlni (celo¢iselné vyjadiena
hmota). Pfikladem mize byt molekula vody, kde hodnota nominalni je 18 Da a hodnota
presné hmoty je 18,0105 Da (2x 1,0078 H + 1x 15,9949 O). Méfeni piesné hmoty
umoziuje Vypocitat elementarni slozeni molekuly, nebo alespon snizit po¢et moznych
variant. Presna hmota usnadiuje také identifikaci znamych sloucenin a jejich
pfipadnych metabolitli s vyuzitim MS a MS/MS spekter. Je to zasadni technika pro

méfeni hmotnostniho defektu (Ramanathan, 2009).

Poprvé bylo této techniky vyuzito na hmotnostnim spektrometru typu
magnetického sektoru s dvoji fokusaci. V souCasné dobé se vSak vice vyuzivaji
hmotnostni spektrometry s Fourierovou transformaci s métenim spravnosti hmoty pod
1 ppm. Dale jsou to instrumenty typu orbitalnich pasti se spravnosti méfeni hmoty na 1
ppm a analyzatorti doby letu se spravnosti méfeni hmoty mezi 5-10 ppm (Ma et al.,

2006). Posledni zminéné jsou v soucasné dob¢ finan¢né nejdostupnéjsi.

Rozvoj v oblasti instrumenti typu spojeni kvadrupél-analyzator doby letu a
spojeni téchto instrumentt s technikami ionizace za atmosférického tlaku se projevil

Vv jejich oblibenosti pro aplikaci technik méfeni presné hmoty (Ma et al., 2006).

3.4.2 Méreni hmotnostniho defektu

Hmotnostni defekt je definovan jako rozdil mezi pfesnou atomovou vahou a
nominalni atomovou vahou prvku. Stupnice atomové hmotnosti definuje uhlik-12
s hmotnosti pfesn¢ 12,0000 Da, tudiz vSechny ostatni prvky budou mit unikatné odlisny
hmotnostni defekt. Naptiklad pro vodik je tato hodnota 0.007825 Da, pro kyslik -
0,005085 Da. Oxidace tedy piinasi do molekuly hmotnostni defekt -5,1 mDa (oxidace
ptinasi do molekuly 1 atom kysliku). Tabulka 2 uvadi tidaje o hmotnostnim defektu pro

zékladni organické prvky. Hmotnostni defekty vétSiny metabolita I a II faze spadaji do
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velikosti do 50 mDa (nicméné existuji i vyjimky). U LC/MS instrumentd schopnych

mefit spravnou hmotu lze tedy odfiltrovat pry¢ komponenty matrice, které nelezi

V nami nastaveném rozsahu hmotnostniho defektu. Zaroven lze této techniky vyuzit

k identifikaci, nebo alespon pfiblizné identifikaci metabolitu a metabolického kroku.

Tabulka 3 obsahuje piiklady hmotnostnich defektd pro nékteré metabolity prvni i druhé
faze biotransformace (Ma et al., 2006, Hol¢apek et al., 2008).

Tab. 2: Hmotnostni defekty pro zakladni organické prvky (HolCapek et al., 2008).

Prvek Nominalni atomova hmota | Hmotnostni defekt (mDa)
(Da)
H 1 +7,825
C 12 0,0
N 14 +3,074
O 16 -5,085

Tab. 3: Piiklady hmotnostnich defektl pro rtizné reakce I. a II.

(Zhang et al., 2009, HolCapek et al., 2008).

faze biotransformace

Féaze | Nominalni zména Metabolicka reakce (zména Zména
hmoty (Da) zakladniho slozeni atomtl) hmotnostniho
defektu (mDa)
-18 Dehydratace alkoholu (-H,0) +10,6
-14 Demetylace (-CH>) -15,7
I -2 Oxidace alkoholu (-Hy) -15,7
+2 Redukce ketonu / aldehydu (+H,) +15,7
+16 Hydroxylace (+O) -5,1
+14 Metylace (+CH>) +15,7
+80 Sulfatace (+S0O3) -43,2
. +162 Glucosidace (+CgH1005) +52.,8
+176 Glukuronidace (+CgHgOg) +52,8
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3.5 Priprava a dprava vzorki

I pfes vSechny moznosti hmotnostni spektrometrie mize dobra ptiprava vzorku
zna¢né usnadnit a zjednodusit detekci metaboliti (Prakash et al., 2007). V nékterych
piipadech je mozné, naptiklad v pfipadé zlu¢i nebo moci vyuzit pfimého nasttiku,
zatimco u jinych typt vzorka (plazma, trus) je nutna prekoncentrace nebo extrakce
vedouci K selektivnimu odebrani interferujicich slozek. Zakladem jakékoliv techniky,
ktera zpracovava vzorek, je odstranit lipidy, soli, bunééné komponenty nebo proteiny
z in vivo a in vitro vzorkt ptred samotnym zavedenim do systému LC/MS. Toto nejen
ze zaruCuje del$i Zivotnost kolony a kapilar, ale také zlepSuje selektivitu, citlivost a

spolehlivost analyzy (Ma et al., 2006).

Casto zmifiovanym diivodem pro tpravu vzorkii mohou byt, zvlaité ve spojeni
s ESI, také tzv. matricové efekty. Matrici v tomto piipadé mizeme rozumét soubor
vSech molekul, krom molekul analytli, vyskytujicich se ve vzorku. Matricovy efekt
nastavd v momenté, kdy molekuly koeluujici se zkoumanymi molekulami pozménuji
ucinnost ionizace ioniza¢ni technikou. Poprvé byl popsan v roce 1993 (Tang et
Kebarle, 1993). Pfesny mechanismus neni znam, avSak pravdépodobné¢ ma pivod
v kompetici mezi analytem a koeluujici komponentou matrice, ktera neni detekovana.
Dusledkem tohoto jevu je, v zavislosti na prostiedi, ve kterém dochazi k ionizaci,
snizeni (znamé také jako iontovd suprese — ion suppresion) nebo zvySeni (ion
enhancement) uc¢innosti tvorby pozadovanych iontl analytu. Schopnost analytu tvofit
ionty je tedy velmi zavisld na matrici, ktera vstupuje do iontového zdroje spolecné s
nim (Taylor et al., 2005). V nékterych piipadech pak mize byt sila matricového efektu

natolik vyrazna, ze dochazi k Giplnému vymizeni signalu sledovaného analytu.

Nejvice nachylnou technikou k matricovému efektu je patrn€ ionizacni technika
ESI. Techniky APCI a APPI se ukazuji k tomuto jevu jako méné nachylné (Hsieh et al.,
2003; Taylor et al., 2005).

Nasledujici text obsahuje zakladni pfehled metod, se kterymi se nejcastéji

setkdvame pii piipravé kapalnych vzorku pied analyzou technikami LC/MS. Neklade si

vvvvvv

co by z hlediska studia metabolismu 1é¢iv pomoci LC/MS mélo byt zminéno.
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3.5.1 Filtrace / centrifugace

Jednoducha filtrace mtize byt velmi dualezita pro celou fadu vzorkt, které¢ maji byt
analyzovany pomoci kapalinové chromatografie, kde hrubé necistoty mohou ucpat
kolonu, frity a ptipadné i kapilary. U¢innost filtrace je dana porozitou filtru. Pro
kapalinovou chromatografii obecné¢ by velikost péru méla byt 2um a méné. U
nekterych vzorki je pak filtrace 1 vhodnou metodou pted aplikaci dalSich extrakcnich
technik. Je vSak vhodné ovéfit, zda se studovany analyt nevaze ¢astecné i na pevnou
slozku, ktera je filtraci odstranéna. (Smith, 2003) Ur¢itou moznost zastoupeni kroku
filtrace poskytuje i technika extrakce na pevnych fazich, kde frity i napli extrak¢nich

kolon poskytuji ur€ity stupen filtrace (Gilar et al., 2001).

Jako alternativu K filtraénim technikam muzeme pouzit centrifugaci. Tradi¢né se
S touto technikou setkdvdme jako ndvaznou u precipitace proteinii. Tato technika je
realtivné Casove naro¢na a nevhodna pro automatizaci. Kritickym krokem je zde hlavné

sbér supernatantu (Gilar et al., 2001).

3.5.2 Primy nastrik

Vyhodou piimého nasttiku je jednoduchost a efektivnost. Tento postup je vhodny
pro matrice, které¢ neobsahuji velké mnozstvi bunéénych komponent a proteini (Ma et
al., 2006). Pfimému nastiiku by nicméné meéla predchazet centrifugace, kterd snizi

moznost kontaminace analytického systému hrubymi necistotami.

3.5.3 Precipitace proteini

Pfidanim denaturujicich organickych rozpoustédel (napf. methanol, aceton,
acetonitril) do vzorku dochazi k precipitaci proteinti. Denaturacni proces zablokuje
moznost interakce proteinu s molekulou analytu. Po ptidani organického rozpoustédla
musi nasledovat centrifugace, kterd zformuje z denaturovaného proteinu peletu na dné
zkumavky. Sledované anality pak zlstavaji ve vrstvé supernatantu (Ma et al., 2006).
Dal$imi moZnostmi krom ptidani organickych rozpoustédel jsou pak techniky pfidavani

kyselin (trichloroctova kyselina, perchlorovad kyselina, sulfosalicylova kyseina), uziti
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extrémnich teplot (90-100°) a precipitace pomoci bazi jako je hydroxid zine¢naty.
Jedna se vSak o techniky, které mohou zpisobit rozpad labilnich metaboliti a 1é¢iv
(Pawliszyn et Lord, 2011). Tuto metodu lze povazovat za levnou, rychlou a

jednoduchou.

3.5.4 Extrakce kapalina-kapalina

Tato technika je zalozena na principu rozdilné rozpustnosti a rozdélovaci
rovnovahy molekul analytli mezi nemisitelnou vodnou a organickou fazi. Vytéznost a
selektivnost extrakce muze ovliviiovat mnoho faktorti. Tyto zahrnuji rozpustnost
analytu, jeko pKa, pH roztoku a jeho iontovou silu. Extrakce kapalina-kapalina je velmi
efektivni pro extrakci nepolarnich nebo mirné polarnich analyti (Ma et al., 2006).
Nevyhodou této techniky je casovad narocnost (Casto nutnost extrakci nékolikrat
opakovat pro ziskani dobrého vytézku), nutnost manualnich operaci, které mohou vést
k chybam, a uzivani velkého mnozstvi organickych rozpoustédel (Smith, 2003). Dal§im
kritickym bodem je pak odebrani organické faze, kdy muze dojit k nasati i faze vodné,

coz vede ke kontaminaci vzorku mnozstvim polarnich latek z matrice.

3.5.5 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (Solid-phase extraction — SPE) je v dnesni dob& béznou a
ucinnou technikou, ktera je schopna selektivné odstranit a zakoncentrovat analyty
z komplexnich biologickych vzorkd. VSeobecné SPE zahrnuje tyto zakladni
mechanismy: reverzni faze, normalni faze, iontové vyménné faze a faze umoziujici
kovalentni interakce (Ma et al., 2006). Iontové vyménné faze pak dale muzeme
klasifikovat na kation- a anion-vyménné (Fedeniuk et Shand, 1998). Samotna SPE
extrakce se sklada ze 4 jednotlivych kroku: 1. ptiprava (koncidionace) sorbentu, 2.
naneseni vzorku na sorbent, 3. promyti sorbentu a odstranéni soli a ¢asti komponent
matrice, 4. eluce sloucenin ze sorbentu (Ma et al., 2006). Krok 2. a 3. jsou z hlediska
techniky esencidlni. Pfi $patné¢ zvoleném typu sorbentu nedojde k zadrZeni analytu

(krok 2.). Pfi Spatné zvoleném postupu promyti pak hrozi i vymyti analytd, které
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chceme studovat, pfipadné¢ nedostatecné odstranéni soli a matrice, coz vede

Kk interferencim pfii analyze a potlaceni signalu.

Vhodné zvolend SPE metoda je vSak vhodnd pro automatiza¢ni postup, pii
kterém se dnes uplatiluji 96 pozicové kolony a desticky. Lze tak za relativné kratky Cas

ptipravit velké mnozstvi vzorkd.

3.5.6 Chemicka derivatizace

Chemicka derivatizace se uplatiiuje tam, kde se setkavame se $patné- nebo ne-
ionizovatelnymi analyty. Pomoci této techniky se zavadi do molekuly analytu
(studované léCivo, metabolit) ionizovatelny dusik. Tato strategie ndsledné¢ vede

k zvyseni citlivosti detekce.

Chemickou derivatizaci lze také s Gispéchem vyuzit tam, kde dochazi k tvorbé
velmi malych a velmi polarnich metaboliti. Tyto latky je tézké zachytit na reverznich
fazich chromatografickych kolon, které se bézné vyuzivaji pfi studiu metabolismu
latek. Chemicka derivatizace tak miiZze snizit polaritu analytu a zlepsit separaci od
polarnich slou¢enin z matrice (Ma et al., 2006). Jednim z ¢inidel uzivanych k tomuto
typu derivatizace je dansyl chlorid, ktery v pfitomnosti volné amino nebo fenolické
hydroxy skupiny na metabolitu s témito skupinami reaguje. Vysledkem ze zvySeni

molekulové hmotnosti a lipofility analytu (Dalvine et O’Donnell, 1998).

3.5.7 Dalsi moZnosti upravy vzorki

Existuji 1 dalsi techniky pfipravy a Gpravy vzorkl. Nékteré z nich 1ze nalézt napf.
Vv review ,,Before the injection — modern methods of sample preparation for separation
techniques od autora Rogera M, Smitha (2003), které se mimo jiné dotyka i pfipravy
vzorkli v pevné a plynné fazi, ptipadné v knize ,,Handbook of sample preparation*
editované Januszem Pavliszynem a Heather L. Lordovou (2010) a v mnoha dalSich

publikacich.
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4 Parazité

Parazitarni zplsob Zivota je povazovan za jednu z nejrozsifenéjSich zivotnich
strategii (Volf et Hordk, 2007). Paraziticky zplisob Zivota miizeme nalézt na vSech
urovnich, tedy u vir, bakterii, jednobunécnych eukaryot az po mnohobunécné
organismy. Celosvétové rozsifeni parazitti pak v n¢kterych regionech ptinasi celou fadu
problémii. Nakazy parazity jsou velkym problémem piindsejicim i fadu obéti hlavné
Vv rozvojovych zemich, kde neni dostate¢né rozSifena hygiena a hygienické navyky,
piipadné v zemich, kde neni mozné ziskat Cistou vodu ani k myti, ani K pozivani.
Vyznam paraziti mizeme demonstrovat také pouhym vypsanim poctu ¢lanka v n¢které
z védeckych nebo i nevédeckych databazi. Napt. v databdzi MEDLINE provozované
United States National Library of Medicine a National Institutes of Health nalezneme

na dotaz parasites vice jak 160 tisic odbornych ¢lankd.

Eukaryotické parazity obecné mtizeme rozdélit na prvoky, ¢ervy a ¢lenovce (Volf
et Horak, 2007). Pravé cizopasnymi Cervy se zabyva helmintologie (slova cizopasny
¢erv a helmint povazujeme za synonyma) (Petrackova et Kraus, 1995). Helminté jsou
pomémé raznorodou skupinou parazitli, kde nalezneme zafazeny zastupce sice
neptibuznych, ale z praktického hlediska sdruzovanych skupin organismi. Tradi¢né se
mezi helminty fadi zéstupci neoderméatnich platyhelminti (Trematoda, Cestoda,
Monogenea), hlistic (Nematoda) a vrtejsu (Acanthocephala) (Volf et Horak, 2007).
ProtoZe se tato prace nezabyva metabolismem vSech helmintd obecné, ale pouze
vybranych zastupcii ze skupin trematoda, cestoda a nematoda, bude nasledujici text

podrobnéji vénovan pouze jim.

4.1 Tasemnice

V této praci se primarn¢ setkavame s modelovou tasemnici potkani (Hymenolepis
diminuta), nicmén¢ vramci studia metabolismu 1éCiv u helminti neni tasemnici
jedinou. V literatufe zabyvajici se problematikou metabolismu 1éCiv u tasemnic se
setkavame velmi casto i s hospodaisky vyznamngj$imi tasemnicemi rodu Moniezia

(napt.: Solana el al., 2001; Moreno et al., 2004; Mottier et al., 2006).
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Tasemnice potkani — Hymenolepis diminuta

Tasemnice potkani (Hymenolepis diminuta) z c¢eledi Hymenolepididae je
kosmopolitné rozsifena tasemnice. Jeji cyklus je obligatné dvouhostitelsky. Jako
mezihostitele vyuziva hmyz (napf. potemnik mouc¢ny, blechy a dalsi). Jako definitivni
hostitel slouzi hlodavci (krysy, potkani), ale i ¢lovek, avsak u ¢loveéka jsou ptiznaky
ziidkakdy ziejmé (Bogitsh et al., 2005). Tato tasemnice je Castym experimentalnim
modelem diky snadnému chovu mezihostiteld (potemnici rodu Tribolium nebo
Tenebrio) a definitivnich hostitelt (potkan) (Horak et al., 2007). Dalsi vyhodou mize
byt také relativni Casova nendro¢nost chovu. Prepatentni doba se pohybuje mezi 13-21
dny (Arai, 1980).

Tasemnice rodu Moniezia

Dalsimi tasemnicemi, které se objevuji v literatufe v souvislosti s metabolismem
anthelmintik, jsou tasemnice rodu Moniezia z ¢eledi Anoplocephalidae, které jsou
celosveétoveé rozsitené a jsou jiz (v porovnani s H. diminuta) vyznamnymi parazity
domacich ptezvykavci. Z tohoto rodu jsou pak nejvyznamnéjsimi zastupci M. benedeni
infikujici hlavné skot a M. expanza infikujici hlavné ovce. Jako mezihostitele vyuzivaji

celou $kalu drobnych pudnich rozto¢t (Denegri et al., 1998).

4.2 Motolice

Pro tuto praci je vyznamnou motolici motolice kopinata (D. dendriticum)
s relativné sloZitym Zivotnim cyklem v porovnani s jinymi zastupci této tfidy. Dalsi
motolici je pak motolice jaterni (F. hepatica), piipadn¢ motolice obrovska
(Fascioloides magna). U téchto motolic jsou dnes jiz alespon ¢aste¢né dostupné

informace o metabolismu anthelmintik ze skupiny benzimidazolt, pfipadné dalsich.
Motolice kopinata - Dicrocoelium dendriticum

Jedna se o malou motolici zpisobujici onemocnéni zvané dikroceliéza. Toto
onemocnéni je Siroce rozsifeno u pasoucich se piezvykavcl. Nej€astéji je zminovan
vyskyt vV Evropé, Asii, Severni Africe a Severni Americe na nizinnych a horskych
pastvinach, kde se vyskytuji adekvatni podminky pro rozvoj pozemnich plzi a

mravenct, ktefi jsou pro tuto motolici mezihostiteli. Parazit Zije ve Zlucovodech a
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zluéniku domestikovanych i divokych ptezvykavcta (ovce, kozy, skot, buvoli, srnci,
velbloudi 1 dalsi). Obcas se mtze vyskytnout i u kralik®, prasat, pst, koni, a protoze se
jednd o zoonodzu, tak také u clovéka. U clovéka je vSak ndkaza velmi sporadicka
(Yilmaz et al., 2010). Nakaza motolici kopinatou ma u postizenych zvirat relativné
mirné pfiznaky, avSak muze vést k ekonomickym ztratdm na produkci mléka nebo
masa. Divodem je poskozeni funkce jater. Pouze ve vzacnych ptipadech je toto

onemocnéni fatalni (Otranto a Traversa, 2002).
Motolice jaterni — Fasciola hepatica

Jedna se o motolici napadajici pievazné domestikované ovce, kozy a skot. Jako
mezihostele vyuziva vodni plze z ¢eledi Lymnaeidae. Prilezitostné je také mozné se s ni
setkat u divokych kopytnikii. Jeji vyznam u divoce Zijicich druhli je vSak maly.
Z hlediska vyskytu mlzeme mluvit o kosmopolitnim druhu s vyznamnym
hospodaiskym dopadem. Dospé€lé motolice nalezneme ve Zlu¢ovodech, kde zplsobuji

jejich rozsiteni a kalcifikaci (Samuel et al., 2001).

Nakaza u cloveéka je také moznd. Uvadi se cca 2,4 milioni ptipada
zaznamenanych v 61 zemich svéta s tim, Ze dalSich 180 miliont lidi je v potencialnim
riziku (Muller et Wakelin, 2002). U lidi mohou byt silné¢ poskozena jatra a zlu¢ovody.
Motolice miiZze vyvolat také zanétlivé reakce. Juvenilni formy pak mohou encystovat i
na neobvyklych mistech a pozdéji mohou byt kalcifikovany (Bogitsh et al., 2005).
Ptiznaky onemocnéni se liSi dle faze, ve které se nakaza nachazi. Akutni faze je
charakterizovana dyspepsii, nevolnosti a zvracenim, abdominélni bolesti a vysokymi
horeckami. Ddle je mozné pozorovat leukocytézu a eozinofilii. V chronické fazi pak
mizeme pozorovat zvetSujici se jatra az cirhdzu. MulZe se vyvinout obstrukéni

Zloutenka. Umrti jsou vzacna (Muller et Wakelin, 2002).
Motolice obrovska — Fascioloides magna

Jedna se ptivodem o druh vyskytujici se primarné v Severni Americe u divoce
zijicich a domacich ptfezvykavcu. V 19. stoleti pak byl zavleéen do Evropy spole¢né
s Jelencem bé&loocasym a jelenem wapiti (Slavica et al., 2006). Je ptikladem parazita,
ktery je siln€ patogenni pro populace hostiteld, ktefi na néj nejsou dostate¢né

adaptovani. V soucasnosti muze byt velkym problémem napt. v chovech danci zvéte,
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kde jiz jedna motolice dokdze zpiisobit vazné poSkozeni jater. Napadena zvifata

nerostou, hubnou a pii silngjsich infekcich hynou (Volf et Horak., 2007).

4.3 Hlistice

Hlistice tvoii velkou skupinu Zzivocichi, z nichz ne vSechny Ziji parazitickym
zpusobem zivota. Pro tuto praci je vyznamné zminit vlasovku slézovou (H. contortus),
ktera je vyznamnym patogenem piezvykavcu a jejiz nakaza Casto vede k ekonomickym

ztratdm v chovu.

Vlasovka slézova — Haemonchus contortus

cey

Vlasovky jsou parazité Zzijici ve slézu pieZzvykavcl. Jedna se o parazita
vyskytujiciho se Siroce u ptezvykavel po celém svété snad krom subarktickych a
arktickych regiond. Jsou to typicti parazité doméacich pfezvykavct, jako jsou ovce a
skot, nicméné nékteré druhy vlasovek mohou napadat i volné Zzijici druhy turovitych
nebo jelenovitych. Tito parazité maji piimy vyvojovy cyklus, tedy bez mezihostitele.
Dospélci se nachéazeji ve slézu, kde saji napadenému hostiteli krev (Samuel et al.,

2001).

Jako nejvyznamnéj$i projevy hemonchdézy mulzeme pozorovat anémii a
hypoproteinémii. Dale mlizeme pozorovat u nakazenych zvitat ztratu vahy a celkovou
slabost. Ve vaznych piipadech, kdy je infekce vlasovkami masivni, dochazi i k thynu

daného jedince (Jones et al., 1997).
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5 Lécba onemocnéni zptusobenych helminty

V této kapitole jsou uvedena pouze vybrana 1é¢iva, nebo skupiny 1éCiv, které se
vztahuji k souboru publikaci pfilozenych v této praci. Stejné¢ tak strategie 1écby
Vv jednotlivych kapitolach 1écba cestodoz, 1é¢ba trematoddz, 1é€ba nematodoz je

zaméfena pouze na parazity zminéné v predchozi ¢asti této prace.

5.1 Leéciva
Benzimidazoly

Benzimidazolova anthelmintika jsou Siroce uzivanymi 1é¢ivy jak v huménni, tak
ve veterinarni medicin€é. Jedna se o latky, v jejichz zékladni struktufe se nachazi
planarni struktura benzimidazolu. Odtud také nazev celé skupiny. Vyhodou téchto latek
je Siroké spektrum ptlisobeni proti celé fad¢ parazitdrnich onemocnéni. U nékterych
zastupcl této skupiny lze pozorovat dobrou ucinnost proti tasemnicim, motolicim i

oblym ¢ervam (McKellar et Scott, 1990).

Mechanismus ucinku téchto latek spociva hlavné ve vazbé na B-tubulin
s naslednou blokadou polymerizace tubulinu, po némz dochazi Kk rozkladu vnitiniho
uspofadani bun€k parazita. Benzimidazoly se konkrétné vazi na kladny konec pB-
tubulinového vldkna. Nizka toxicita pro hostitelsky druh je zplsobena 1000x vySsi

afinitou k tubulinu parazitii, nez k tubulinu savcu.

Ze zastupci benzimidazold, které se nejCastéji pouzivaji, mizeme zminit
albendazol, mebendazol, flubendazol, triklabendazol, fenbendazol, thiabendazol a dalsi
(Martin, 1997).

Prazikvantel

Prazikvantel (PZQ) je zastupcem 1éCiv ze skupiny pyrazinoisochinolinii a je
uzivan jak v humdénni, tak ve veterindrni medicin¢ jako 1é¢ivo volby proti mnoha
parazitarnim onemocnénim zpusobenym tasemnicemi a motolicemi. Je to také 1é¢ivo
prvni volby v terapii lidské schistozomiazy zptisobené parazity z rodu Schistosoma, kde

je ucinné bézné jiz v jedné davce (Cioli et Pica-Mattoccia, 2003). Toto 1é¢ivo nema
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zadnou aktivitu proti oblym cerviim (Jeziorski et Greenberg, 2006; Angelucci et al.,
2007).

Neni znam pfesny mechanismus, jakym PZQ v téle parazita uCinkuje. Teorie se
nejCastéji zminuji o rapidnim influxu kalciovych iontl zplsobeném raznymi
mechanismy, coz vyvola celkovou a rychlou paralyzu parazita (Angelucci et al., 2007;
Doenhoff et al., 2008).

Ivermektin

Jedna se o Sirokospektré anthelmintikum a antiparazitikum ze skupiny
avermektini uzivané k terapiim nematoddz jak u Cloveka, tak u zvifat. Ve skupiné
spolu sivermektinem nalezneme i dal$i zastupce jako abamektin, doramektin,
moxidektin a jiné. Mechanismem u¢inku je v tomto piipadé schopnost paralyzovat
parazita zvySenim permeability pro chloridové ionty v jeho svalovych a nervovych
buitkach. Konkrétné se jedna o plsobeni na glutamatem fizené chloridové kandly, kde
avermektiny v nizkych koncentracich potencuji efekt glutamatu a ve vysokych pusobi
na tyto kanaly pfimo. Savci nejsou bézné témito 1é¢ivy poskozeni, protoze nemaji
glutamatem ftizené chloridové kanaly (Martin, 1997). Ivermektin neni ucinny proti

zastupciim tasemnic a motolic (Papich, 2011).

5.2 Léc¢ba cestodoz

Tasemnice potkani (H. diminuta)

U lidi se 1é¢i nakaza tasemnici potkani pomoci prazikvantelu v davce 25 mg/kg,
nebo niklosamidem (2g v jedné davce nebo 1g po dobu 5-7 dnti) (Mehlhorn, 2001).
U nakaZenych zvifat by mél byt G¢innou volbou prazikvantel, pfipadné léCiva typu

bithionol, niklosamid, dichlorofen, paromomycin a dalsi (Esatgil et al., 2009).
Tasemnice rodu Moniezia

Jako ucinné se jevi 1éCivo albendazol (10mg/kg), které by mélo byt 100% ucinné
(Arai, 1980). Z dalsich 1é¢iv jsou pak ucinné oxfendazol, niklosamid, mebendazol
(20mg/kg), fenbendazol (15mg/kg), dichlorofen a resorantel (Adams, 2001; Mehlhorn,
2001).
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5.3 Lécba trematodoz

Motolice kopinata (D. dendriticum)

K 1é¢bé se uzivaji u zvifat nejcastéji latky ze skupiny benzimidazolt (albendazol,
triklabendazol, fenbendazol, mebendazol, kambendazol ¢i thiabendazol). Uzivané
davky jsou vSak vysSSi nez je tomu pii terapii proti tasemnicim, plicnim a
gastrointestinalnim nematodiim a také ostatnim motolicim jako napf. motolici jaterni.
Napft. u albendazolu se pohybuji od 7,5 mg/kg do 30 mg/kg (Manga-Gonzalez et al.,
2010). Z dalsich 1é¢iv jsou pak zminovany thiofanat, luxabendazol a netobimin. U této
motolice se diky znalosti rozmnozovaciho cyklu uplatiiuji i nefarmakologické zptisoby
prevence. Jednd se predevSim o omezeni pastvy rano a v podvecer, kdy jsou nakazeni

mravenci nejcastéji k nalezeni na stéblech travy (Otranto a Traversa, 2002).

U clovéka se dikrocelidza 1é¢i nejcastéji triklabendazolem (10 mg/kg) nebo
prazikvantelem (3 x 600 mg/na den po dobu 3 dnt). (Rack et al., 2004; Yilmaz et al.,
2010)

Motolice jaterni (F. hepatica)

U zvitat se muzeme setkat s1éCbou pomoci rafoxanidu v davce 5-15 mg/kg
(Samuel et al., 2001), albendazolu (Adams, 2001) nebo triklabendazolu v davce 10
mg/kg (Devine et al., 2011). Prazikvantel je popisovan v terapii jako ne zcela u¢inny
(Horak et al., 2007). Z dalsich 1éciv 1ze pak jmenovat zéstupce halogenovanych fenola
(bithionol, niklofolan), sulfonamidii (klorsulon) a dal§i salicilanilidy (krom jiz

zminéného rafoxanidu také oxyklozanid, klozantel) (Dalton et al., 1999).

U lidi: T kdyz je prazikvantel ucinny proti celé tadé trematoddz, v 1écbé
fascioloiddzy je neu¢inny. Uéinny se zda triklabendazol v davce 10 mg/kg 1 az dva dny
po sobé& nebo bithiol 30-50 mg/kg po dobu 10-15 dni (Muller et Wakelin, 2002;
Bogitsh et al., 2005).
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Motolice obrovska (F. magna)

K 1écbé fascioloidozy se uziva nékolik uCinnych 1é¢iv. Jsou to predevsSim

triklabendazol, rafoxanid, albendazol, oxyklosanid, klorsulon (Samuel et al., 2001).

5.4 Lécéba nematodoz

Vlasovka slézova (H. contortus)

Lécba haemonchozy nejCastéji zahrnuje poddvani benzimidazolovych nebo
avermektinovych anthelmintik (Samuel et al., 2001). U ovci, které jsou v souvislosti
S timto parazitem asi nejvice zminhovany, se dnes nejcastéji uzivaji imidazothiazoly
(levamisol - 7.5 mg/kg), benzimidazoly (albendazol - 5 mg/kg, fenbendazol - 5 mg/kg,
oxfendazol - 5 mg/kg), avermektiny (ivermektin - 0.2 mg/kg, moxidektin 0.2 mg/kg) a
salicylanilidy (klozantel — 10 mg/kg) (Getachev et al., 2007). Bohuzel, z divodu
dlouholetého pouzivani se vyskytuje na 1écbu pomoci téchto latek v mnoha piipadech

rezistence a to i rezistence na vice 1€¢iv z riznych skupin soucasné.

V roce 2008 byla poprvé prezentovana nova skupina léCiv, které se souhrnné
nazyvaji dle struktury aminoacetonitrilové derivaty (Kaminsky et al., 2008). Z této
skupiny je aktudlné uzivdno pouze jediné 1é¢ivo — monepantel. U tohoto 1éciva byl

prokazan vyznamny t¢inek i na rezistentni kmeny vlasovek (Sager et al., 2008).

Krom lécby klasické lze také pozorovat snahu o vyvoj vakcin. Vakcinace
pokusnou vakcinou byla schopna snizit produkci vajicek vlasovky o 65-82%.

Vyuzivana je Casto i fizena pastva (Knox et al., 2003).
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6 Rezistence

Vyvoj 1éCiv proti parazitarnim onemocnénim po fadu let stagnoval a na trhu
zustavala stale stejna 1é¢iva po fadu let (Waller 1997). A tak 1é¢iva jako ivermektin,
prazikvantel, flubendazol ¢i mebendazol, které jsou na trhu vice jak 30 let, jsou
pouzivana stale znovu, v lep$im ptipadé v obménéch a kombinacich, v hor§im ptipadé
stejna po dlouhou dobu na jednom misté. Tato situace vedla u fady paraziti k rozvoji

rezistence.

Rezistence je nejcastéji definovana jako geneticky pfendSend ztrata citlivosti na
dané 1éCivo tam, kde diive byla sledovana populace vici 1€cbé citliva (Kohler, 2001).
Rezistence na 1éCbu antiparazitiky byva popisovana jak ve zvifecich chovech, tak také u
lidi. Jedna se o problém, ktery se vyskytuje celosvétoveé, avsak nejvice postihuje ta
mista, kde dochdzi k castému podéavani latek s antiparazitarnim ptsobenim. VSeobecné
se v souvislosti s rezistenci hovofi o mechanismech zahrnujicich zmény v cilovych

strukturach, v biotransformaci l1é¢iva nebo v transportu (import/export). (Oullette 2001)

Podivame-li se nejdiive mezi lidskou populaci, je odhadovano, ze 1,2 — 2,0
miliardy lidi trpi nékterym z parazitarnich onemocnéni. Nejéastéji, opomineme-li
protozoa, pak dominuji gastrointestinalni helminti a krevni motolice. I kdyz
V porovndni s malymi ptezvykavci neni rezistence u paraziti napadajicich lidskou
populaci zcela zfetelna, jiz se objevuji studie, které rezistenci na 1é€bu potvrzuji
(Geerts, 2000).

Rezistence u zvitat byva nejCastéji popisovana ve stadech ovci a koz, kde také
parazit¢ pachaji nejvice Skod. Obecné u malych pfezvykavcd muzeme mluvit o
celosvétovém problému. Zpravy o rezistenci na anthelmintika u gastrointestinalnich
nematod pochazeji ze Severni Afriky, Australie, Nového Zélandu, Malajsie, gpanélska,
Francie, Danska, Velké Britanie, Brazilie a Spojenych Statl. Dlivodem je do nedavné
doby pouze n€kolik skupin lé¢iv uzivanych v lécbé gastrointestindlnich nematodoz.
Prvni zaznamenané pfipady rezistenci na anthelmintika byly dokonce jiz v roce 1957 a
1964. Bézné nachazime rezistenci na benzimidazoly (napt. albendazol, fenbendazol),
imidazolthiazoly (napf. levamizol) a makrocyklické laktony (napf. ivermektin,

moxidektin) i dalsi 1é¢iva a to Casto i na vSechny skupiny dohromady. Nevétsi
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prevalence rezistence u gastrointestindlnich nematod malych ptezvykavci byva u

parazita H. Contortus (Fleming et al., 2006).

Rezistence u dobytka se jesté pred deseti lety nezdala byt problémem, i kdyz je
objem chovil v porovnéani s ovcemi a kozami vétsi (Knox et al., 2003). V poslednich
n¢kolika letech vSak, zda se, vyznam rezistence u dobytka nartsta (Gasbarre et al.,
2009). Pravdépodobné je to zpisobeno Sifici se vlnou rezistence, ale také zvySujicim se
poctem piipadl, kdy jsou parazité na rezistenci testovani. V né€kterych regionech jako
napi. Novy Z¢land se pak pohybuje rezistence az na 90% procentech testovanych
farem. Jsou popisovany jak kmeny rezistentni k makrocyklickym laktonim (Cooperia
spp., Haemonchus spp.) tak kmeny rezistentni na benzimidazolova anthelmintika
(prakticky vSechny hlavni druhy napadajici dobytek). Rezistence na imidazolthiazoly
(napf. levamizol, butamizol) a tetrahydropyrimidiny (napf. pyrantel, morantel) je
doposud popisovana vzacné (Sutherland et Leathwick, 2010).
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8 Zkratky

ABC

ABZ

AKR

APCI

API

APPI

ATP

CYP

Da

DESI

ESI

FLU

FMO

FWHM

GC

GC/MS

HPLC

LC/MS

LC/MS/MS

MA

MALDI

MDR

ATP binding cassette

Albendazol

Aldo-Keto Reduktaza

Atmospheric pressure chemici ionization
Atmospheric pressure ionization
Atmospheric pressure photoionization
adenosintrifosfat

cytochrom P450

Dalton

Desorpce elektrosprejem

Electrospray ionziation

Flubendazol

Flavinové monooxigenazy

Full width at half maximum

Gas chromatography

Gas chromatography / Mass spectrometry
High-performance liquid chromatography
Liquid chromatogramy / Mass spectrometry
Liquid chromatography—tandem mass spectrometry
Mass Accuracy

Matrix-assisted lase/desorption ionization

Medium-chain dehydrogenase/reductase
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MEB
NADPH
ppm
PZQ
QMF
RNA
SDR
SRM
TCBZ
TOF
TOF

UGIcT

Mebendazol

Redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
parts per milion

Praziquantel

Quadrupole Mass Filter

Ribonucleic acid

Short-chain dehydrogenase/reductase
Selected Reaction Monitoring
Triklabendazol

Time of flight

Time-of-Flight

UDP-glucosyltransferaza
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9 Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo piinést nové poznatky k problematice rozvoje
rezistence u paraziti, zejména se zaméfenim na téma biotransformace anthelmintik a
identifikace jejich metaboliti u parazitG s vyuzitim techniky spojeni kapalinové

chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Dilc¢i cile prace:

1. Studium biotransformace vybranych anthelmintik ze skupiny benzimidazoll
u motolice kopinaté (Dicrocoelium dendriticum) a identifikace metabolitt prvni i

druhé faze.

2. Studium biotransformace vybranych anthelmintik ze skupiny benzimidazola
u tasemnice potkani (Hymenolepis diminuta) a identifikace metabolitd prvni i druhé

faze

3. Studium biotransformace prazikvantelu u parazit motolice kopinaté (Dicrocoelium

dendriticum) a tasemnice potkani (Hymenolepis diminuta).

4. Zhodnoceni rozdilt v biotransformaci anthelmintik u 4 na 1é¢bu rizné citlivych
kment vlasovky slézové (Haemonchus contortus) s dirazem na metabolity druhé

faze.

5. Studium biotransformace ivermektinu u parazita vlasovky slézové (Haemonchus

contortus).
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10 Experimentalni ¢ast — vysledky a diskuse

10.1 Identifikace metaboliti benzimidazolovych anthelmintik u

motolice kopinaté (Dicrocoelium dendriticum)

CVILINK, V., B. SZOTAKOVA, L. VOKRAL, H. BARTIKOVA, J. LAMKA a
L. SKALOVA. Liquid chromatography/mass spectrometric identification of
benzimidazole anthelminthics metabolites formed ex vivo by Dicrocoelium
dendriticum. Rapid Communications in Mass Spectrometry. 2009, 23(17), 2679-2684.
DOI: 10.1002/rcm.4170.

Tato prace se zabyvala studiem metabolismu anthelmintik ze skupiny
benzimidazolti. Konkrétn¢ byly studovany flubendazol, mebendazol a albendazol.
Prace byla provedena na zivych jedincich motolice kopinaté (Dicrocoelium
dendriticum), coz umoznilo =zachytit jak metabolity prvni, tak druhé faze
biotransformace. Po extrakcich homogenati i média na pevnych fazich byly vzorky
analyzovany pomoci LC/MS. Hmotnostni spektrometr byl vtomto pfipadé typu
trojdimenzionalni iontové pasti, kterd se pomérné dobie hodi na studium struktury
metabolitl. V piipad¢ této studie umozinoval piistroj podrobit studované metabolity

v 5o~ ’ v 4 v v_. r v ’ <o
Stépeni az do trovné MS™, coz umoznilo 1épe urcit strukturu studovanych metaboliti.

Vysledky této prace ukazaly schopnost D.dentriticum metabolizovat vSechny
studované latky v podminkach ex vivo. Zaznamenany byly oxida¢ni a redukéni reakce
prvni faze, 1 konjugacéni reakce druhé faze biotransformace. Konkrétné u albendazolu
(m/z 266) byla zaznamenana oxidace za vzniku albendazol sulfoxidu (m/z 282). Toto
byl jediny zaznamenany metabolit pro toto 1é¢ivo. U flubendazolu (m/z 314) a
mebendazolu (m/z 296), coz jsou 1éCiva lisici se ve své struktufe pouze 0 jeden atom
fluoru, dochéazelo v obou piipadech k redukci karbonylové skupiny a tedy produkci
metabolitd o m/z 316 u flubendazolu a 298 u mebendazolu. U obou téchto 1é¢iv byly
také zaznamendny metabolity druhé faze biotransformace, a to konjugaty ve formé

metylovanych derivati redukovanych forem anthelmintik.

Zajimavé je zjisténi, ze ackoliv jsou mebendazol a flubendazol velmi podobna

1é¢iva, pouze u mebendazolu, resp. jeho redukované formy, dochazelo k dimetylaci
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(m/z 326) bez vyskytu monometylovaného derivatu. U redukované¢ho flubendazolu
naproti tomu bylo mozné pozorovat pouze dva monometylované derivaty (m/z 330).
Albendazol pak nebyl metylovan vibec. Z toho 1ze usuzovat na vyraznou selektivitu

enzymu vici substratu.

Tato prace dokazuje schopnost biotransformovat 1é¢iva ze skupiny benzimidazoli
u D. dendriticum pomoci redukénich a oxidaénich reakei, coz muze v dusledku vést

K pfispéni rozvoje rezistence.

10.2 Studium  biotransformacnich enzymi a biotransformace
vybranych anthelmintik U tasemnice potkani (Hymenolepis

diminuta) a identifikace metaboliti prvni i druhé faze

BARTIKOVA, H., . VOKRAL, L. SKALOVA, V. KUBICEK, J. FIRBASOVA,
D. BRIESTENSKY, J. LAMKA a B. SZOTAKOVA. The activity of drug-
metabolizing enzymes and the biotransformation of selected anthelmintics in the model
tapeworm Hymenolepis diminuta. Parasitology. 2012. DOIl:
10.1017/S0031182011002265. (¢lanek v tisku)

Cilem této prace bylo posoudit aktivity hlavnich enzymii metabolizujicich 1é€iva
a také prostudovat metabolismus vybranych anthelmintik, konkrétné albendazolu,
flubendazolu a mebendazolu u tasemnice potkani (Hymenolepis diminuta), druhu
uzivaného jako modelova tasemnice. Byly povedeny jak in vitro experimenty se
subcelularnimi frakcemi, tak ex vivo experimenty scelymi zivymi tasemnicemi.
Metabolity vybranych 1é¢iv byly detekovany a studovany pomoci LC/MS techniky.
Kstudiu struktury metaboliti byl pouzit hmotnostni spektrometr typu
trojdimenziondlni iontové pasti. Zaroven byly méfeny aktivity vybranych
biotransformacnich enzymu (oxida¢nich, redukénich a konjugacnich) v mikrosomalni,

cytosolické a mitochondridlni frakei.

V podminkach in vitro ani ex vivo nebyl pozorovan zadny vznikajici metabolit
albendazolu. Pfi testech, zda nemiZe dochazet k sulforedukci, byly tasemnice a

subcelularni frakce inkubovany také v prostiedi albednazol sulfoxidu. Ani schopnost
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sulforedukce vsak nebyla u H. diminuta potvrzena. Toto zjisténi je v kontrastu s udaji
naméfenymi jinymi autory U parazita Moniezia expanza, kde k tomuto jevu dochazelo.
Tato skuteCnost ukazuje na fakt, ze nelze poznatky o metabolizmu tasemnic

generalizovat.

Naproti tomu u lé¢iv flubendazolu a mebendazolu byla pozorovana vyrazna
redukce karbonylové skupiny. To je vsouladu s vSeobecné pfijimanou teorii, Ze
redukce je u helmint hlavni detoxikacni cestou pro latky, které maji ve své struktuie
karbonylovou skupinu. Struktury flubendazolu a mebendazolu jsou si velmi podobné,
avSak reduk¢ni aktivita enzymi H. diminuta (cytosolicka frakce) pro mebendazol byla
vyrazn¢ vyssi. Rozdil mezi t€émito molekulami pak bylo mozné pozorovat také pii
studiu metaboliti druhé faze, kde byly jediné pozorovatelné metabolity urceny jako
metylované derivaty redukovaného flubendazolu. Tyto metabolity jsou shodné
s metabolity detekovanymi difive u D. dendriticum. U mebendazolu nebyly zadné

metylace pozorovany.

Protoze jsou metabolity s redukovanou karbonylovou skupinou povazovany za
méné aktivni, lze se domnivat, zZe tasemnice jsou touto cestou schopny snizovat
ucinnost takovychto latek ve svém téle. Zjisténa fakta ukazuji, Ze biotransformace by

mohla hrat vyznamnou roli pfi ptipadném rozvoji rezistence.

10.3 Studium biotransformace prazikvantelu u parazitii tasemnice
potkani  (Hymenolepis diminuta) a  motolice kopinaté

(Dicrocoelium dendriticu)

VOKRAL, I, R. JIRASKO, V. JEDLICKOVA, H. BARTIKOVA, L.
SKALOVA, J. LAMKA, M. HOLCAPEK a B. SZOTAKOVA. The inability of
tapeworm Hymenolepis diminuta and fluke Dicrocoelium dendriticum to metabolize
praziquantel.  Veterinary  Parasitology. 2012, 185(2-4), 168-174 DOI:
10.1016/j.vetpar.2011.09.026.

Na zdklad¢ predchozich vysledki, kdy byla u parazith motolice kopinaté

(Dicrocoelium dendriticum) i tasemnice potkani (Hymenolepis diminuta) pozorovana
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schopnost metabolizace anthelmintik ze skupiny benzimidazoll, bylo rozhodnuto o
otestovani 1é¢iva jiné chemické struktury — prazikvantelu. Prazikvantel je 1éCivo ze
skupiny pyrazinoisochinolinl, které vykazuje ucinnost proti obéma zminénym

parazitiim a u tasemnice potkani (H. diminuta) je minimalné u lidi 1ékem volby.

Studium bylo zaméfeno nejen na biotransformaci u helmintd, ale také na
porovnani metabolismu se savci. Jako zastupce savcu poslouzil potkan kmene Wistar
(Rattus norwegicus). V praci tak do$lo k zajimavému srovnani biotransformace mezi
parazitem a jeho hostitelem. Bylo tim také umoznéno otestovat veskeré metodiky na
realnych metabolitech, z nichz ¢ast byla jiz v minulosti popséana, avsak jejich komer¢ni
dostupnost je nulova. V experimentech byla vyuzita technika spojeni ultra vysoce
ucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem s analyzatorem doby
letu, coz zna¢né usnadnilo detekci a identifikaci metaboliti. Diiraz byl kladen na
vysokou spravnost méteni hmoty, coz umoznilo ureni piesné molekularni hmotnosti

danych metaboliti a také informace o jejich elementarnim slozeni.

Z provedenych experimentl plyne, ze oba studovani parazité nejsou schopni ex
Vivo ani in vitro tvofit u prazikvantelu metabolity prvni ani druhé faze a zaroven tak
tedy nejsou schopni toto 1é¢ivo inaktivovat. Z toho lze usuzovat, ze ptipadné vznikla
rezistence na prazikvantel u téchto paraziti nebude mit souvislost s biotransformaci
1é¢iva, ale bude na jiném podkladé. U savcl naproti tomu nachdzime celkem 35

riznych metabolitl, z nichZ pfevazna vétSina jsou produkty oxidacnich reakci.

10.4 Zhodnoceni rozdilu v biotransformaci anthelmintik u 4 na 1é¢bu
ruzné citlivych kmeni vlasovky slézové (Haemonchus contortus) s

diirazem na metabolity druhé faze.

VOKRAL I, H. BARTIKOVA, L. PRCHAL, L. STUCHLIKOVA, L.
SKALOVA, B. SZOTAKOVA, J. LAMKA, M. VARADY a V. KUBICEK. The
metabolism of flubendazole and the activities of selected biotransformation enzymes in
Haemonchus contortus strains susceptible and resistant to anthelmintics. Parasitology.

(ptijato do tisku)
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Pfinos této studie je v porovnani aktivit biotransformacnich enzymd u ¢tyf kmeni
vlasovky slézové (Haemonchus contortus). Kazdy kmen (WR, BR, ISE, ISE-S) je
charakterizovéan odliSnou odolnosti proti 1é¢bé anthelmintiky. Kmen WR je odolny vici
vSem béznym anthelmintikiim, kmen BR vykazuje odolnost proti benzimidazolovym
anthelmintiktim, kmen ISE-S je rezistentni vici ivermektinu a kmen ISE je citlivy vici
béznym anthelmintikim. Tato kombinace kmenti v experimentu umoziuje studovat

ovlivnéni metabolizmu helmintl v riznych stadiich rozvoje rezistence.

U vsech kment byly stanoveny in vitro aktivity karbonyl reduktas (cytosolicka
frakce) a UDP-glukosyltransferasy (mikrosomalni frakce). Zaroven byly sledovany
rozdily v produkci metabolitd prvni a druhé faze ex vivo. Jiz diive byla zjisténa
metabolicka draha flubendazolu u H.contortus. Je znamo, Ze u tohoto 1é¢iva dochazi
k redukci karbonylové skupiny a také k tvorbé nékolika konjugatt s glukézou (jak
s redukovanou formou 1é¢iva, tak s parentni latkou). Krom redukovaného flubendazolu
vSak pro ostatni metabolity neexistuji standardy a tudiz muselo byt vyuZito pfi
kvantifikaci pouze porovnani ploch pod peakem. Pro analyzy bylo vyuzito HPLC
spojené s MS v rezimu SRM, coz poskytuje dostatecnou selektivitu v jinak relativné
slozité matrici. Aby se predeslo efektu matrice a chybam pfi zpracovani, byl zvolen

jako vnitini standard mebendazol, 1é¢ivo strukturou i chovanim podobné flubendazolu.

Metabolity produkované ex vivo jednotlivymi kmeny byly kvantifikovany a
porovnany. Z vysledkll je pomérné jednoznacné patrny rozdil mezi jednotlivymi
kmeny, zv1asté pak mezi kmeny WR a ISE, kde WR produkoval nejvyssi koncentrace
metaboliti prvni i druhé faze, zatimco ISE produkoval ze sledovanych kment
koncentrace nejnizsi. Z toho lze usuzovat, ze rezistentni kmen, v porovnani s kmenem
citlivym, méa schopnost mnohem rychleji a ve vétsi mife deaktivovat pro ngj toxické
xenobiotikum. Zajimavosti, ktera poukazuje na specifitu exportnich proteint, pak mize

byt fakt, Zze jeden z glukosidovych konjugatt flubendazolu byl nalezen pouze uvniti

parazita. Parazit tak sice latku inaktivuje, ale nedokéze se ji zbavit.

Tyto vysledky byly podpofeny i in vitro studii s mikrosomalni frakci, kde za
ptitomnosti redukovaného flubendazolu a UDP-gluk6zy vznikal konjugat nejvice opét

u kmene WR a nejméné u kmene ISE.

In vitro byla také studovana biotransformace flubendazolu v cytosolické frakci

Z jednotlivych kmeni za pfitomnosti NADPH. Tyto podminky jsou vhodné pro tvorbu
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redukovaného flubendazolu. V tomto piipadé vSak rozdily mezi kmeny byly
zanedbatelné. Lze to piisuzovat rozdilnym podminkam, které panuji v ex vivo a in vitro
experimentech. V in vitro podminkach chybi jakakoliv kompartmentizace, transportéry,
modulace enzymové exprese a dalsi. Lze se tak domnivat, ze vysledky ziskané z ex vivo
meéieni, 1 kdyz nepfedstavuji pifesné hodnoty ale pouze jakasi bezrozmérna Cisla, maji

V tomto piipadé vétsi vypovidajici hodnotu, nez je tomu u vysledki ziskanych in vitro.

Shrneme-li poznatky ziskané ztéto studie, muZzeme fici, Ze nejen enzymy
ucastnici se prvni faze biotransformace, ale i enzymy ucastnici se druhé faze

biotransformace hraji vyznamnou roli u kment, které jsou rezistentni.

10.5 Studium biotransformace ivermektinu u parazita vlasovky

slézové (Haemonchus contortus).

VOKRAL I, R. JIRASKO, V. JEDLICKOVA, L. STUCHLIKOVA, H.
BARTIKOVA, L. SKALOVA, J. LAMKA, M. HOLCAPEK a B. SZOTAKOVA.
Different fate of ivermectin in host (Ovis aries) and parasite (Haemonchus contortus).

Parasitology. (¢lanek odeslan k recenznimu fizeni)

Predchozi vysledky ukézaly, Ze vlasovka slézova (Haemonchus contortus) je
schopna metabolizovat 1é¢iva ze skupiny benzimidazoli. Bylo prokdzano, ze
biotransformace u rezistentnich kmenti probihd ve vyssi mife, nezli je tomu u kment
k 1é¢be citlivych. Na zakladé téchto vysledki bylo rozhodnuto prostudovat 1é¢ivo velmi
Casto uZivané proti tomuto druhu parazita — ivermektin. Ivermektin je 1é¢ivo ze skupiny
makrocyklickych laktond, které vykazuje u¢innost proti oblym cerviim, coz zahrnuje i

vlasovku. UZiva se jak ve veterinarni, tak také humanni medicing.

V tomto pfipadé¢ bylo studium zaméfeno na porovnani biotransformace
ivermektinu u parazita a hostitele. Tim se stala ovce domaci (Ovis aries), kterd je
jednim z pfirozenych hostiteli vlasovky. V praci tak doslo k zajimavému srovnani
biotransformace anthelmintika mezi parazitem a jeho hostitelem. Bylo tim také
umoznéno otestovat veskeré metodiky na realnych metabolitech, z nichz ¢ast byla jiz

V minulosti popsédna, avSak nejsou komercné dostupné. V experimentech byla vyuzita
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technika spojeni ultra vysoce uinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem s analyzatorem doby letu, coz zna¢né usnadnilo detekci a identifikaci
metaboliti. V tomto piipadé¢ je pouziti citlivé metody velmi dilezité, protoze
ivermektin se bézné dadvkuje v mnohem nizsich koncentracich, nez tomu je u 1éCiv ze
skupiny benzimidazold. Dtraz byl kladen na vysokou spravnost méteni hmoty, coz
umoznilo uréeni pfesné molekularni hmotnosti danych metaboliti a také podalo

informace o jejich elementarnim slozeni.

Z provedenych experimenttl piekvapive plyne, ze vlasovka neni schopna ex vivo,
ani in vitro tvofit u ivermektinu metabolity prvni ani druhé faze. Je tak pravdépodobné,
ze rezistence na ivermektin, kterd je u nékterych kment jiz popsana, nemé spojitost
s biotransformaci ivermektinu na méné aktivni, nebo snad dokonce neaktivni
metabolity. U ovce doméci byl studovan metabolizmus na hepatocytech a také na
mikrosomalnich frakcich. Dle piredpokladu byly zaznamenany oxidace a demethylace,
jejichz vznik z ivermektinu byl jiz diive popsan. Relativné ptekvapivé je mnozstvi
sulfatovanych metabolith a také jeden piipad glukuronidace. Celkem bylo na
subcelularni 1 bunélné urovni u hostitele zaznamenano 16 metabolitd, z toho 9

metabolitd druhé faze.
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11 Zavér

V minulych desetiletich narostl pocet rezistentnich helmintl natolik, ze dnes
muzeme mluvit o globalnim problému. Rezistence mize byt zplisobena celou fadou
mechanismu. Jednim z nich je i biotransformace 1é¢iva parazitem na méné aktivni nebo
neaktivni metabolity. Studiem metabolismu u helmintl tedy muizeme zjistit, jaké
struktury jsou k biotransformaci nachylng&jsi a také, zda souvisi metabolismus s moznou
rezistenci. Protoze vSak jsou parazité Casto relativné malymi organismy a jejich
ziskavani je pracné, je nutno pii studiu vyuzit technik, které jsou schopné pracovat i
S malym mnozstvim vzorku a malymi koncentracemi. Jednou z téchto technik je
hmotnostni spektrometrie, ktera, spojena s kapalinovou chromatografii, ndm umoznuje

k tomuto studiu relativné jednoduse pfistoupit.

Tato prace se snazila doplnit alesponi €ast slepych mist v naSich znalostech o
biotransformaci u helminti. Byly studovdny biotransformace a biotransformacni
enzymy u zastupce tasemnic, motolic i1 hlistic. U vSech zastupci, tedy motolice
kopinaté (Dicrocoelium dendriticum), tasemnice potkani (Hymenolepis diminuta) i
vlasovky slézové (Haemonchus contortus) byla prokazana schopnost biotransformace

alespoil nékterych 1é¢iv, hlavné pak téch, které obsahuji karbonylovou skupinu.

D. dendriticum prokazala schopnost metabolizovat 3 testované zastupce
benzimidazolovych 1é¢iv. U albendazolu byla zjiSt€na schopnost oxidace léciva na
albendazol sulfoxid. U lé¢iv flubendazolu a mebendazolu byl jasné prokazan vyznam
redukce karbonylové skupiny a také tvorba metylovanych konjugati. Naproti tomu
u prazikvantelu, léCiva s vyrazn€ odliSnou strukturou od benzimidazolovych
anthelmintik, nedochazelo k naprosto zadné biotransformaci a to jak v ex vivo, tak

in vitro studiich.

U H. diminuta je metabolismus 1é¢iva obdobny tomu, ktery byl popsan u D.
dendriticum. Odlisnosti vsak jsou. Jedna se zejména o neschopnost oxidovat molekulu
albendazolu a neschopnost tvorby metylovanych derivath mebendazolu. Ze
studovanych paraziti je tak mnozstvim i charakterem metabolitl nejchudsi. Ani
prazikvantel, ktery byl testovan jako 1éCivo s jinou strukturou pro porovnani

S benzimidazoly, nebyl metabolizovan.
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U posledniho studovaného parazita (H. contortus) byly znamy metabolické drahy
benzimidazolovych 1éCiv jiz z diivéjSich praci. Studium bylo tedy zaméteno na vyznam
jiz znamych metabolitl a jejich role v rezistenci. U porovndvanych rezistentnich a
citlivych kmenii byl prokazan vzrist aktivity biotransformacnich enzymu u rezistentt.
Vv tvorbé metabolitti jak prvni, tak druhé faze. lvermektin, ktery byl testovan jako 1é¢ivo
Sjinou strukturou pro porovnani s benzimidazoly, nebyl vlasovkou vibec

metabolizovan.

Veskeré ziskané poznatky néas posunuji opét dal ve znalostech o moznych
mechanismech vzniku rezistence. Potencialné se také jednd o informace, které
v budoucnu mohou vést k navrhu novych Ié¢iv odolné&jsich vici biotransformacim,

ucinngjSich proti parazitm a také SetrnéjSich vici hostiteli.
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