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1 Uvod

Paraziticti helminté zplsobuji v ZivociSné produkei znacné ekonomické
ztraty. Snizuji se vynosy masa, mléka i viny, dochazi k thyniim zvitat. Vétsina

vrwe

téchto ztrat je =zapfi¢inéna gastrointestindlnimi infekcemi. Mezi Sest
jejimz pivodcem je motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum). Tento
parazit je rozSifen téméf celosvétové a prevalence v nékterych oblastech
dosahuje az 100%. Ptiznaky dikrocelidézy byva vyhublost, anémie a poskozeni
jater, nemoc je vSak Casto maskovéana piitomnosti infekce s vyraznéjSimi
symptomy. K 1é¢bé dikrocelidzy je nutno pouzit vyssi davky 1é€iv nez u vétsiny
ostatnich parazitli, coz ptispiva k rozvoji rezistence u dikrocelii.

Mezi nejcastéji  pouzivané latky pii 1é€bé dikrocelidozy patii
benzimidazolové derivaty, ptedevS§im albendazol. Jejich neracionalni uzivani
vedlo v mnoha zemich k rozsifeni rezistence u cilovych druhii paraziti.
K tomu, aby bylo mozné se s timto problémem vypotradat, je nutné nejprve
poznat mechanismus navozeni rezistence a procesy, které s tim souvisi. V této
souvislosti jsou zkoumany také biotransformacni enzymy, které do urcité miry
chrani parazity pied toxickymi uCinky antihelmintik. U nékterych druht
helminti jiz byla popsana biotransformace albendazolu, je zndm i obecné
predpokladany mechanismus vzniku rezistence. U D. dendriticum vSak zatim
podobné studie chybi, neni znamo, zda a jakym zplsobem dochazi
k metabolizaci albendazolu a jeho hlavniho metabolitu albendazolsulfoxidu, ani
vztah biotransformace téchto latek k rozvoji rezistence. Kli¢ovou ulohu zde
mize mit schopnost pieménit ufinnou latku na neaktivni produkty
(albendazolsulfon), pfipadné jeji aktivni transport z téla parazita.

Predlozend diplomova prace se zaméfuje na popis biotransformace
albendazolu a jeho metaboliti — albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu,
vCetné chirdlni analyzy produktii a transportu téchto latek pies kutikulu

parazita. Klade si za cil nejen dokéazat (pfipadné vyvratit) oxidativni



metabolismus u D. dendriticum, ale pokusit se vysledky vyhodnotit i v kontextu

rozvoje rezistence parazita na podani benzimidazolovych antihelmintik.



2 Teoreticka c¢ast

2.1 Biotransformace xenobiotik

Latky, se kterymi se organismus setkdvd béhem Zivota mohou byt
rozdéleny do dvou zékladnich skupin: eobiotika a xenobiotika. Mezi eobiotika
se tadi latky, které slouzi jako zdroj energie, zékladni stavebni kameny
makromolekul, vitaminy a dal$i nezbytné slozky potravy. Xenobiotika jsou
latky, které jsou organismim cizi a nemaji vySe zminéné funkce (Testa B.,
1995). Mezi nejcastéjs$i xenobiotika patii 1éCiva. Organismus se s jejich
pfitomnosti vétSinou vyrovnava biotransformaci, zménou jejich chemické
struktury pomoci enzymii (Kvasnickova E., 1995). Cilem je pfitom usnadnéni
eliminace latky z organismu. Vzniklé metabolity mohou byt inaktivni nebo
mén¢ aktivni nez matefska molekula. V nékterych piipadech vSak dochazi
metabolickou pfeménou k aktivaci, zvySeni toxicity ¢i zméné Gcinku. (Katzung
B. G., 1994).

Biotransformace probihd zpravidla ve dvou fazich. V prvni dochazi
k odkryti hydrofilnich skupin nebo zavedeni polarnich substituentt, jako
napiiklad hydroxylové skupiny, karboxylové skupiny, aminoskupiny. Téchto
reakci se UCastni enzymy hydrolytické, redukéni a oxidacni. Ve druhé fazi je
molekula konjugovana se slouc¢eninou nizké molekulové hmotnosti. Muze se
jednat o aminokyselinu, cukr, glutathion, anorganické ionty (fosfat, sulfat) nebo
organické ionty (propiondt, acetat) (Barret J., 1997). Vzniklé konjugéty jsou
v pH prostfedi organismu disociovdny, nemohou se proto resorbovat a jsou
vylouceny (Kvasnickova E., 1995).

Pokud xenobiotikum obsahuje ve své struktuie skupiny schopné
konjugace, miize podstoupit ptimo druhou fazi biotransformace. A naopak, je-li
jiz po prvni fazi molekula dostatecné hydrofilni, xenobiotikum je vylouceno
bez konjugace sendogenni latkou. Né&kdy je rozliSovana i tieti faze
biotransformace, kterd zahrnuje transport xenobiotik, jejich metabolitd a

konjugatt (Duchoni J., 1995).



2.1.1 Specifika metabolismu u helmintu

Obecné principy biotransformace jsou shodné pro nizs§i 1 vysSSi
zivoCichy. Po absorpci miize byt xenobiotikum enzymaticky zpracovano, jak je
popsano vySe. MiZze byt také exkretovano v nezménéné podobé nebo
modifikovano neenzymatickymi procesy. To mize nastat napiiklad vlivem

vysokého €1 nizkého pH v travicim traktu (Barrett J., 1997).

2.1.1.1Fazel

2.1.1.1.1 Cytochromy P450

U obratlovcti a hmyzu jsou podstatou prvni faze biotransformace reakce
oxidacni, zeyména ty, které jsou katalyzovany cytochromem P450 (Barrett J.,
1997). Cytochromy P450 jsou ubikvitni hemoproteiny, fadi se mezi
mikrosomalni monooxygenasy. Jsou schopny katalyzovat 1 nékteré redukéni
reakce. Pfi  monooxygenasové reakci ziskavaji elektrony z NADPH
prostifednictvim NADPH cytochrom P450 reduktazy nebo z NADH
prostiednictvim cytochromu b5 (Mansuy D., 1998). ZvySena metabolicka
aktivita CYP450 byvéa hlavni pfi¢inou rezistence na insekticidy u hmyzu.
Nicméné pokusy dokazat pfitomnost monooxygenas u parazitickych helmint
byly doposavad neuspésné. Bylo u nich vsSak prokdzano Siroké spektrum
hydrolas (véetné¢ O- a N-deacetylas) a enzymovych systémt schopnych redukce
aldehydt, ketonl. Byly zjistény i azoreduktasy a nitroreduktasy (Barrett J.,
1997).

Enzymatické preparaty ziskané zriznych druhti tiid Cestoda a
Nematoda nebyly schopné oxidovat modelové substraty, které jsou bézné
metabolizované cytochromem P450 (Barrett J., 1997). Urcitd aktivita P-450
vsak byla zjisténa u larvalnich stadii nematod (Robinson W. M. et al., 2004).
Neuspésné byly pokusy detekovat monooxygenasu spektrofotometricky mimo
jiné u druht Monienza expanza, Haemonchus contortus.a Ascaris lumbricoides.

Expozice helmintd induktorim (20-methylcholantren, fenobarbital)



rovnéz nepiinesla pozitivni vysledky. Detoxifikace cestou oxidativniho
metabolismu u helmintl tedy nebyla prokdzana, nicmén€ piitomnost
cytochromu P450 v malé mife nemuze byt zcela vylouCena vzhledem
k relativni nizké senzitivité pouzitych metod. Naproti tomu u parazitickych
prvokl byl jiz cytochrom P450 zjistén u rodi Trypanosoma a Plasmodium
(Barrett J., 1997).

Nizkd monooxygenasova aktivita cytochromu P450 byla zaznamenana u
Trichostrongylus colubriformis a Turbatrix aceti, stejné jako u volné zijicich
larev H. polygyrus. Je mozné, ze tato aktivita souvisi spiSe nez s detoxifikaci se
syntetickymi reakcemi, naptiklad se syntézou feromont i leukotrient. Lze
pfepokladat, Ze nékteré zoxidacnich reakci faze I, jsou katalyzovany
peroxidasami. (Barrett J., 1997).

Schopnost vyrovnavat se s naroky prostiedi je u helmintl vzhledem
k absenci CYP450 velmi limitovana. Jsou do znacné miry zavisli na
detoxifikanich enzymech svého hostitele, pfestoze castym nésledkem

parazitarni infekce byva sniZeni aktivity t€chto enzym (Barrett J., 1997).

2.1.1.1.2 Obrana pred oxida¢nim stresem

Neptitomnost monooxygenasy P450 ziejmé koreluje S anaerobni nebo
mikroaerobni povahou pfirozené¢ho prostitedi paraziti, ackoli parazitujici
helminti vykazuji nékteré oxidativni reakce, naptiklad konverzi prolinu na
hydroxyprolin. Dalsi pfi¢inou absence CYP450 mize byt potfeba omezit
peroxidaci lipidd membran. Ve srovnani s jinymi organismy maji helminti
vysoké procento nenasycenych mastnych kyselin v membranovych lipidech a
cytochrom P450 je vyznamnym zdrojem superoxidovych aniontl (Barrett J.,
1997). Kromé endogennich oxidantli jsou parazité vystaveni oxidativnimu
stresu bun€k hostitelského organismu. Nové&jsi vyzkumy ukazuji, Ze
Platyhelminthes jsou schopni se s témito naroky vyrovnavat (Salinas G.,2004).

U Fasciola hepatica dosud nebyla zmétfena zadna katalasova aktivita,

coz vyvolava otazku, jak u tohoto organismu probiha metabolismus peroxidu



vodiku (Jefferies J. R., 2001). Brophy et al. (1995) soudi, ze nadbytek peroxidu
vodiku mize znamenat pro parazita vyhodu. Pronikani peroxidu do okolni
hostitelské tkan¢ mize fungovat jako obranny mechanismus, pfi¢emz parazit je
schopen branit se oxidativnimu stresu cytochrom ¢ oxidasou.

Salazar-Calderon (2000) uvadi, ze funkci katalas zde prejimaji dalsi
enzymy. Pfi prvnim kroku, kterého se ucastni superoxiddismutasa, vznikéd ze
superoxidu molekularni kyslik a peroxid vodiku. Ten je dale metabolizovan
prostiednictvim peroxiredoxinu (=thioredoxin peroxidasa) a thioredoxinu. Obé¢
tyto bilkoviny jiz byly u Fasciola hepatica popsany. Jejich funkci je mimo jiné
chranit bunku pred oxidativnim stresem (Salazar-Calderén M., 2000). Spolu s
dal$im v ptirod¢ hojné zastoupenym redoxnim Cinidlem glutathionem se také
ucastni premény thiolu na disulfid. U Platyhelminthes byl popsan sptfazeny
systém thioredoxin-glutathion, kde reduk¢ni ekvivalenty pfeddva thioredoxin
glutathion reduktasa (TGR). Na rozdil od savci se u plosténct pravdépodobné
nevyskytuje thioredoxin reduktasa ani glutathion reduktasa. Ztejmy nedostatek
dalSich enzymi, které by byly schopny dodavat redukéni ekvivalenty, Cini
Z TGR potencionélni farmakologicky cil. Selektivni inhibice tohoto enzymu by
vedla k poskozeni syntézy DNA a protioxidacni obrany (Salina G., 2004).

2.1.1.2 Faze 1l

Reakce faze II davaji vznik metabolitim, které jsou vice rozpustné ve
vod¢ nez parentni slouCenina a mohou byt proto vylouceny z organismu
(Robinson M. W., 2003). Ve srovnani se sav¢im hostitelem se metabolismus
faze 11 jevi podobn¢ limitovany jako u faze I. Helminté zifeymé& nejsou schopni
konjugovat fenoly a karboxylové kyseliny s glycinem nebo glukoronovou
kyselinou, tak jako tomu je u obratlovct. Byla u nich vSak prokazana schopnost
N-acetylace pfi deaktivaci biogennich amini a konjugace s gluk6zou, sulfaty ¢i
fosfaty v metabolismu ekdysteroidi. Bioaktivni peptidy jsou inaktivovany

aminopeptidasami, endopeptidasami a deamidasami.
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Dalsim dutlezitym enzymem helmintii je rhodanasa, ktera katalyzuje
konjugaci kyanidu a sulfidu s thiosulfatem, ¢imz snizuje jejich toxicitu
(Barrett J., 1997).

2.1.1.2.1 Glutathion-S-transferasa

Zékladni reakci metabolismu faze II je konjugace s glutathionem, ktera
je katalyzovana glutathion-S-transferasou (GST) (Barrett J., 1997). Tyto
proteiny se vyskytuji v Sirokém spektru organismu od bakterii po savce, véetné
vétSiny rostlin. Tvoii hlavni rodinu detoxifikacnich enzymi. Jedna se o dimery
molekulové hmotnosti pfiblizné¢ 52kDa (Rossjohn J. et al., 1997). Kazdy
monomer ma vazebné misto pro glutathion (G-site) a pro vodik (H-site). U
plosténcti byly vSechny izolované isoenzymy homodimery, u hlistic byly
identifikovany i heterodimery (Barrett J., 1997). V zdvislosti na substratové
specifité a primarni struktuie byly rozdéleny do Sesti skupin: alfa, mi, pi, théta,
sigma a kappa (Rossjohn J. et al., 1997). Toto dé€leni bylo vytvoteno na zdkladé
znalosti sav€ich enzymii. Enzymy hlisti vSak nezapadaji zcela do tohoto
schématu. U F. hepatica bylo zatim rozpoznano 8 isoenzymii. Zatimco u savct
je priblizn¢ deset procent GST isoenzyml mikrosomalnich, u helmintd jsou
ziejmé vSechny isoenzymy lokalizovany v cytoplazmé (Barrett J., 1997).

Nejvyssi hodnoty GST aktivity byla naméfeny u tfid Cestoda a
Trematoda, niz$i u Nematoda. Aktivita u gastrointestinalnich parazitt je vyssi
nez u parazitli krevnich ¢i tkdnovych. To mize souviset s cytoplazmatickym
tegument, ktery ¢ini Cestoda a Trematoda citlivéjsi na pfitomnost xenobitik a
sekundarnich metabolit v gastrointestindlnim traktu hostitele (Barrett J.,
1997).

U F. hepatica byla objevena souvislost zvysené GST aktivity s rezistenci
na salicylanilid, obdobné jako u rezistenci na thiabendazol a cambendazol u H.

contortus (Robinson M. W.,2003).
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2.1.1.2.2 Glyoxylasa

Dalsim glutathion dependentnim detoxifika¢nim mechanismem je cesta
glyoxylasy, ktera zahrnuje dva enzymy - glyoxylasu I a II katalyzujici rozklad
2-oxoaldehydii. U hlistic se vyskytuji oba enzymy, u tasemnic a motolic chybi
glyoxylasa I. Zatim neni zfejmé, co to znamena pro detoxifikacni schopnosti

parazita (Barrett J., 1997).

2.1.1.3 Faze 111

Do faze IIl byva tfazen transport a exkrece, piipadné sekvestrace.
Vyslednym produktem faze II jsou ptedevsim konjugaty s glutathionem, které u
savcll mohou podléhat dalsi metabolizaci jednou z mnoha cest, naptiklad na
kyselinu merkapturovou. U parazitickych helminti vSak chybi dikaz
metabolizace konjugatli na dalSi derivaty. Pokusy zméfit aktivity enzymi
katalyzujici tyto reakce vedla jen k nizkym hodnotam u jednoho z nich —

cystein konjugat B-lyasy (Barrett J., 1997).

2.1.1.3.1 Transport

Konjugaty s glutathionem jsou tedy exkretovany v nezménéné podobé a
to prostfednictvim pumpy o zdkladnich charakteristikdich shodnych
S membranovym pifenaSeCem u savcl. ZvySeni poctu tegumentdlmich
transportnich mist miize byt jednim z mechanismii zahrnutych ve vyvoji lékové

rezistence (Barrett J., 1997).

2.1.1.3.2 Sekvestrace

Alternativou metabolismu a nédsledného transportu mize byt sekvestrace.
V buiikach dochézi k sekvestraci prostfednictvim proteint specificky vazicich
toxické slouceniny. U nematod byly nalezeny metalothioneiny, bilkoviny véaZici
toxické kovy (Pb, Zn, Cd). V sav€ich i parazitarnich buiikdch se nalézaji dvé
hlavni skupiny proteinli vazici xenobiotika: ligandiny Y a Z. Ligandiny Y jsou

Vv podstaté¢ GSH-transferasy schopné vazat fadu neutrdlnich i nabitych sloucenin
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a tézké kovy. Ligandiny Z jsou nizkomolekuldrni bilkoviny vazici mimo jiné
mastné kyseliny, steroly, nepolarni organické slouceniny (hem, bilirubin). Nova
tiida téchto proteini, kterd je schopna vazat mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem, steroidy a fadu antihelmintik (nikoliv vSak benzimidazoly,
ivermektin a prazikvantel), byla objevena v M. expanza. Tyto bilkoviny maji
kromé detoxifikacni funkce i1 funkci transportni, usnadiuji napiiklad pfesun

antihelmintika na specifické misto uvnitt parazitarni bunky (Barrett J., 1997).

2.2 Rezistence na antihelmintika

2.2.1.1 Definice

Rezistenci parazitii vici antihelmintikiim lze definovat jako dédi¢nou
zménu ve schopnosti jednotlivych parazitli ptezit terapii doporuc¢enou davkou
antihelmintika. Pivodné citlivd populace se opakovanym podéavanim léciva
méni na rezistentni, tedy schopnou odoldvat pasobeni terapie (Hunt K. R.,
Taylor M. A., 1989).

Pouziti vySe zminéné definice je vazano na dv€é podminky. Prvni je
znalost citlivosti u pivodni populace parazitli, coz nebyva vzdy splnéno. Druha
znamena nutnost rozliSeni mezi sniZzenou citlivosti na lé¢ivo zplsobené
vyvojového cyklu, rozdilnym pohlavim, riznymi geomorfologickymi
variantami druhu ¢i rozdilnym hostitelem u jednohu druhu parazita (Sangster
N. C,, Gill J., 1999).

Boc¢ni rezistence znamena situaci, kdy parazité rezistentni k jednomu
antihelmintiku urcité chemické tfidy zaroven jevi rezistenci k dalsim latkam
téze skupiny. Vyskytuje se napiiklad u benzimidazold, imidothiazold a
avermektinti.

O zkiiZzené rezistenci mluvime v piipadé, kdy je parazit rezistentni na
antihelmintika z riznych chemickych skupin. Vyskytuje se napiiklad mezi

imidothiazoly a organofosfaty (Sangster N.C., 1998).
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2.2.1.2 Vznik

Biochemicky a geneticky podklad vzniku rezistence na antihelmintika
jeste neni zcela vysvétlen. Jedna se o komplexni proces, jehoz mechanismus se
li§i nejen mezi druhy helmint, ale dokonce 1 mezi jednotlivymi izolaty.
Hlavnim mechanismem, kterym parazité ziskavaji rezistenci, je pravdépodobné
ztradta nebo snizeni poctu receptorii pro 1é¢ivo v jeho cilovém misté. Znalost
mechanismu U¢inku antihelmintika a rozvoje rezistence miiZze byt vyuZzita pii
hledani cest k ptfekonani parazitarni rezistence nebo pii vyvoji novych léCiv
(Kohler P., 2001).

V podstaté lze fici, ze ¢im vice jsou helmintdézy pod farmaceutickym
dohledem, tim vys$i je pravdépodobnost vzniku rezistence. Je to proto, ze 1éba
vede K ptezivani odolnych jedinct, ktefi ve vhodnych podminkach predavaji
geny zodpovédné za rezistenci dalsi generaci. Casem se zvy$uje koncentrace
téchto gent v populaci. Rezistence se pravdépodobné dédi podle zikonu
klasické Mendelovy genetiky (Sangster N.C., 1998).

Je pravdépodobné, Ze geny pro rezistenci se vyskytuji u mnoha populaci
helmintt jesté pred vznikem rezistence. Mohou vzniknout procesem nahodné
mutace. Vyzkumy ukazuji, Ze zpocatku se rezistence vyviji pomalu a potom
vzroste k maximalnim hodnotam relativné rychle. To je zpusobeno tim, Ze po
pocatecnim objevenim genli pro rezistenci nasleduje jejich akumulace az po
urCitou hranici, kdy selze lécba. V prvni fazi rozvoje, kdy jest€é nedoslo
k selhani terapie, lze nékdy rezistenci rozpoznat pouze laboratornimi testy. K
tomu muze dojit u druhd, které jsou k antihelmintiku citlivéjsi nez cilovy druh a
kde jsou 1é¢iva podavéana v davce nad 99% ucinnosti pro tyto cilové druhy

(Sangster N.C., 1998).

2.2.1.3 Rozsireni

Rezistence se Vvdnesni dobé proménila =z kuriozity na dilezity
ekonomicky problém v mnoha ZivociSnych vyrobach a zaind se tykat i

lidskych parazitii (Sangster N.C., Gill J., 1999).
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Prvnim parazitem, u kterého byl zjistén vyskyt rezistence, byl nematod
Haemonchus contortus. Rezistence k thiabendazolu, zastupci skupiny
benzimidazold, byla poprvé zaznamendna roku 1961 v USA. V Evrop¢ se prvni
zpravy o snizené u¢innosti benzimidazolovych antihelmintik objevily za¢atkem
osmdesatych let.

Rezistence zpusobuje nejzavaznéj$i problémy v oblastech, kde
klimatické a epizoologické podminky vyzaduji castou aplikaci antihelmintik
(Drudge J. H. a kol., 1964). Frekvence podavani antihelmintik je pfitom jednim

Rezistence se jiz objevila u mnoha zivoc¢iSnych druht véetné ¢loveka,
zahrnuje nékolik kment helmintii a pokryva vSechny hlavni chemické skupiny
antihelmintik (Sangster N. C., Gill J., 1999). PtestoZze je obtizné ptfesné urcit
roz§ifeni rezistence, trend jasné smétuje k zvySovani poctu zasazenych chovi i
poctu zemi. Presto stale existuji urcité¢ druhy paraziti a tfidy antihelmintik, u
kterych se rezistence jeSté nevyskytla nebo je neobvykla. Piikladem je
rezistence na avermektin/milbemycin u Trichostrongylus colubriformis nebo na
levamisol u Haemonchus contortus (Sangster N.C., 1998).

Situaci komplikuje obtizné studium mechanismu vzniku rezistence.
Riizna stadia parazitd musi byt ¢asto studovana in vitro, kde je naro¢né zajistit
vhodné podminky pro jejich dlouhodobé pieziti. Casteéné lze problém vyiesit
studiem volné Zzijicich vyvojovych stadii, jejich metabolismus vSak Casto neni
zcela totozny s biotransformaci dospélct. Hledani rozdilti mezi rezistentnimi a
citlivymi jedinci mize objasnit ty momenty v interakci 1éCiva s organismem,
které jsou pro vznik rezistence klicové. Vyzkum v této oblasti pomlze najit
cestu, jak pouzivat antihelmintika takovym zplsobem, aby se S§ifeni tohoto

fenoménu zastavilo ¢i alespon zpomalilo (Sangster N.C., Gill J., 1999).

2.2.1.4 Reverze

Rezistentni izoldty maji mirny sklon revertovat k plivodni citlivosti.
Protichiidné selekce, jako je pouziti chemicky odlisného 1éCiva, mlze snizit

frekvenci vyskytu geni pro rezistenci. Nicmén¢ alely stale zdstavaji v populaci
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a protoze proti uréitym chemickym strukturdm znamenaji silnou selekéni
vyhodu, pak v piipadé¢ 1écby antihelmintikem dané skupiny jejich frekvence
opét prudce vzroste (Sangster N. C., 1998).

2.2.1.5 Prevence

Souhrn opatfeni proti rezistenci vi¢i antihelmintikim se soustfedi
zejména na prevenci. AZ na druhém misté¢ jsou pokusy o zvladnuti jiz
rozvinutého stavu. Pfi studiu moZnosti prevence rezistence je nezbytné
charakterizovat faktory, které plisobi pfi jejim vzniku a Sifeni. Témito faktory
jsou predevSim: podavani nedostate¢né davky Iéc¢iva, vysoka frekvence
dehelmintizace, kontinudlni pouzivani jednoho typu antihelmintika a presuny
zvitat nakaZenych rezistentnimi nematody (Corba J. a kol., 2001).
frekvence pouZzivani antihelmintik. Toho Ize docilit nacasovanim 1écby tak, aby
byla v souladu s enviromentalnimi vlivy, které reguluji rozsifeni paraziti v
ptirodé. Usp&snost tohoto schématu je obtizné méfitelna, protoze pivodni
roz§ifeni rezistence je vétSinou nezndmé a dalsi faktory, jako naptiklad pocasi,
nejsou konstantni. Tento postup ziejmé nezastavi rozvoj rezistence, ale mize
byt efektivni v prodlouzeni doby ucinnosti nékterych skupin antihelmintik
(Sangster N. C., 1998).

Nejsnadnéji se selekce uplatnuje pii ucinnosti 1éciva 90-99,99%.
Vyvarovani se tomuto intervalu by mélo piinést vysledky. Vys§i ucinnost
Znamena v podstaté Uplné vymyceni populace a tak i rezistentnich geni.
Snizend Uc¢innost pak predstavuje redukci selekéniho tlaku (Sangster N.C.,
1998).

Jednou z moznosti, jak zvysit procento u¢innosti nad hranici 99,99% a
tak 1 potlacit vyvoj rezistentnich kment je pouzivat kombinace antihelmintik.
Naptiklad kombinace benzimidazola s levamizolem byla v nékterych oblastech
(Australie, Novy Zé¢land) dlouho pouzivana, avSak ani tento postup rozvoji

rezistence nezabranil (Waller P. J., 1994).
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Z matematickych modelll populaci hlisti vyplyva, ze dlouhodobé
plsobici antihelmintika zplisobuji vyssi selekéni tlak nez 1éciva s kratkodobym
ucinkem. Elimina¢ni polo¢as zfejmé¢ nemd takovy vliv, ackoli pro upfesnéni
téchto vztahi jsou nezbytné dalsi studie (Sangster N.C., 1998).

I ptes Sirokou Skalu antihelmintik pouzivanych v prevenci a regulaci
nakaz piezvykavci a pres mnozstvi kontrolnich programli zavedenych do
velkochovu stale chybi U€inné opatreni, které by Sifeni rezistence zastavilo.
Jadrem problému souvisejicich s 1écbou antihelmintiky je podle J. Williamse
dlouhotrvajici koncepce rozSitena v ZivociSné produkci, podle které staci
Kk obran¢ proti parazitim a jejich u¢inkiim na hostitelsky organismus pouzivani
antihelmintik. Spolu s rozvojem rezistence tento postup pfinasi znepokojeni
V oblasti enviromentalni toxicity, tkanovych rezidui a nadmérnych financ¢nich
investici do vyvoje novych protiparazitarnich 1é¢iv. Pokroky byly ucinény ve
vyzkumu alternativnich metod ochrany pted helminty, naptiklad pouziti vakein,
selekce odolnych chovnych kust, regulatory rGstu nematod (Williams J. C.,
1997).

2.2.1.6 Rezistence na benzimidazoly

Spoléhani na benzimidazolovd antihelmintika (BZ) od doby jejich
zavedeni v Sedesatych letech minulého stoleti pfi kontrole gastrointestinalnich
paraziti u ptezvykavci vedlo k rozsifeni BZ rezistence u cilovych druhil
parazitl. Benzimidazoly se pfi svém pisobeni v buiice parazita vazi na -
tubulin, hlavni protein mikrotubuld. Ackoli tubulin je pfitomen jak u hostitele,
tak parazita, BZ vykazuji relativné nizkou toxicitu pro sav¢i bunky. Selektivita
téchto 1é¢iv mlzZe byt vysvétlena mnohem vyssi afinitou BZ k parazitdrnimu
tubulinu nez k tubulinu hostitelskych bunék. Tento rozdil v afinité¢ odrazi
znacné& nizkou rychlost disociace BZ z vazby na parazitarni tubulin (Lacey E.,
Gill J. H., 1994).

Rezistence na benzimidazoly u nematod je spojena s jedinou zaménou
aminokyseliny (fenylalanin za tyrosin) v pozici 200 v molekule B-tubulinu

(Robinson M. W. et al., 2002). Tato substituce je zpisobena poSkozenim genu

17



pro B-tubulin, coz snizi nebo zrusi schopnost benzimidazoli vazat se na tubulin
téchto organismi (Prichard R., 1994). U Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis a Ostertragia circumcincta je prokazana
bodova mutace v B-tubulin izotyp 1 genu a postupna delece nékolika izotypt
(Sangster N. C., 1998). Tato znalost mliZze bat vyuzita k syntéze DNA sond pro
detekci rezistence/citlivosti na benzimidazoly u jednotlivych organismu
(Prichard R.,1994).

Dil¢i kroky vzniku rezistence se mohou objevit v prubéhu nékolika
generaci a umoznuji tak jeji rychly rozvoj. Dal§i zmény mohou zahrnovat
dodate¢né mutace a delece v alelach izotypu 2 (Sangster N. C., 1998).

Na rozdil od situace u nematod nebyly u kmeni Fasciola hepatica
rezistentnich na triklabendazol zjiS§tény mutace genu pro B-tubulin. Musi zde
tedy existovat jiny mechanismu rezistence, pfiCemZ jednou z moznosti je

zvySeny metabolismus antihelmintik (Robinson M. W. et al., 2003).

2.3 Albendazol

Albendazol (ABZ) se spolu sdalsimi 1é¢ivy (fenbendazol,
oxfenbendazol, thiabendazol, triclabendazol) fadi mezi benzimidazolova
antihelmintika.  Jeho chemicky nazev je  methyl-5-(propylthio)1H-
benzimidazol-2-ylkarbamat, souhrny  vzorec  CioHisN3O,S,  relativni

molekulova hmotnost je 265,34. Jeho strukturni vzorec:

o

H3C 7 NH

TN N  >—OCH,
0

2.3.1.1 Vlastnosti

Jednd se o bily az lehce naSedly préasek, ktery je dobfe rozpustny

v dimethylsulfoxidu, silnych kyselindch a silnych bazich. Je téZce rozpustny
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v methanolu, chloroformu, ethyl acetatu, acetonitrilu a prakticky nerozpustny

ve vode¢ (http://us.gsk.com).

2.3.1.2 Pouziti

vvvvvv

pouzivany v humdnni 1 veterinarni praxi. Je ucinny proti plicnim 1
gastrointestinalnim parazitim (Redondo P. A. et al., 1999). Jeho nizka toxicita,
vysokd ucinnost a Siroké spektrum UCinku vedly k jeho znacnému rozsiteni

piedevsim v prevenci a terapii helmintoz savct (Velik J. et al., 2005).

2.3.1.3 Utinnost

Vlastni ucinnou latkou je metabolit albendazolu, albendazolsulfoxid
(ABZSO), znamy tézZ pod nazvem ricobendazol. Je zodpovédny za
antihelmintickou aktivitu stejné¢ jako za potencionalni embryotoxicitu u
nékterych zivocisnych druht (Velik J. et al., 2003). Antiparazitarni ti¢innost
albendazolu nezalezi pouze na jeho afinité k parazitarnimu p-tubulinu,
prepoklddaném mechanismu ucinku (viz vySe), ale také na jeho schopnosti
dosahovat vysokych a stalych koncentraci v tkani napadené parazity. To zavisi
stiidavé na jeho farmakokinetice, metabolismu a distribuci v hostitelském

organismu (Alvarez L. 1., 2000).

2.3.1.4 Farmakokinetika a metabolismus

Albendazol 1ze podat peroralné, intraruminaln€ nebo parenteralné. Jeho
farmakokinetika je druhové specificka a je ovlivnéna fadou dalSich faktort,
jako je pohlavi, strava a ptfidruzené choroby. Po vstiebani do systémového
obéhu je albendazol distribuovan do jaterni tkdné, kde je mikrosomdalnimi

enzymy oxidovan na albendazolsulfoxid .

2.3.1.5 Albendazolsulfoxid

ABZSO je hlavnim metabolitem a je zodpovédny za antihelminticky
ucinek. Rozsahly first-pass metabolismus v jatrech vede k absenci parentni

latky (ABZ) v plazmé&. Sulfoxidace je rychly, reverzibilni proces, ve kterém je
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rovnovaha ustanovena ve prospéch ABZSO. Enzymové systémy ucastnici se
této premény jsou dva: flavinmonooxygenazovy (FMO) a cytochromy P450
(u potkani predevs§im CYP3A) (Velik J. et al.,, 2003, 2005). Oba tyto
mikrosomalni systémy se podle studii provedenych na mikrosomech jaternich
bunék potkana na sulfoxidaci podili pfiblizné stejnou mérou (Redondo P. A.,
1999).

2.3.1.5.1 Farmakodynamika a farmakokinetika enantiomeru ABZSO

Molekula albendazolsulfoxidu ma chirdlni centrum. Vznikaji oba
enantiomery, pfiCemz je znamo, ze (-)-ABZSO je produkovan systémem
CYP450, zatimco syntéza (+)-ABZSO podléhd FMO systému (Velik J. et al.
2003, 2005; Redondo P. A:, 1999).

ABZSO byl prokazan jako aktivni metabolit, ale farmakodynamika
jednotlivych  enantiomerti jeSt€ neni zcela objasnéna. Vyznamnéjsi
komponentou v protiparazitarni aktivité je ziejmé (+)-ABZSO, coz vyplyva z
rozdilt ve schopnosti difize do bun¢k parazita, afinit¢ k tubulinu a
metabolismu u helmintd. Bylo zji$téno, Ze vazba enantiomeri ABZSO na
parazitarni B-tubulin je enantioselektivni, na rozdil od vazby na tubulin sav¢ich
buné¢k (Velik J. et al., 2003, 2005).

Charakteristika farmakokinetiky enantiomerii souvisi s uc¢innosti 1é¢iva.
Pii podani ABZ byl pocateéni podil (+)/(-)-ABZ v plazmé v ¢ase Ty nizsi nez
po 24 hodinach. Pomér v Ty byl u ¢loveéka roven 1 (racemickd smés), zatimco u
ovci 3 au skotu 4. V Ty, se podil zvysil u ¢lovéka na 13, u ovei na 9 a u skotu
na 24. Tyto rozdily jsou zpisobeny stereospecifickou sulfoxidaci a odlisSnou
plazmatickou clearance obou antipodii (Velik J. et al., 2003). U muflona byl
pomér v pribéhu 24 hodin téméf konstantni (2,8-3,8) (Velik J. et al., 2003).

2.3.1.6 Albendazolsulfon

ABZSO podléha druhému oxidativnimu kroku, ktery je pomalejsi a
ireverzibilni. Vznikd pii ném albendazolsulfon (ABZSOO), ktery je
farmakodynamicky neaktivni. Tento proces je na rozdil od oxidace ABZ na

ABZSO katalyzovan pouze CYP (u potkanti CYP1A).
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Obr. 1: Schéma metabolismu ABZ

2.4 Dikrocelioza

2.4.1.1 Charakteristika

Dikrocelibza je helmintéza zpisobena motolici Dicrocoelium
dendriticum (syn. Dicrocoelium lanceolatum, Dicrocoelidae, Trematoda,
Platyhelminthes, Scolecida). Dikroceliéza se fadi do skupiny Sesti hlavich a
a zluénicich domacich i divokych ptezvykavct (ovcei, koz, skotu, srnéi zvéfe,
mufloni, velbloudt). Prilezitostné napada dal$i zivoc¢isné druhy, jako naptiklad
kraliky, prasata, psi, kon¢ a ve vyjimec¢nych piipadech i ¢lovéka (Otranto D.,

2002).
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2.4.1.2 RozSireni

Dikrocelidza je rozsifena celosvétové v nizinach i v oblastech horskych
pastvin vSude tam, kde jsou vhodné podminky pro pteziti a vyvoj urCitych
druhtt suchozemskych plzii a mravencl. Parazit infikuje domestikovana i
divoka zvifata. Nakaza se b&Zné vyskytuje v Evropé, Asii, Severni Africe a
Americe. Podle udajii z roku 1999 se dikrocelidza zatim neobjevila v Australii.
V jizni Africe se vyskytuje jiny ptivodce nemoci - Dicrocoelium hospes.
V Ceské republice se vyskytuje v oblastech pastvin (stfedni a jizni Cechy,
severni Morava). Chroust (1999) ohodnotil prevalenci dikroceliozy u muflont
na 0-89%, u kamzikd na 0-11%, u srn¢i zvéfe na 0-12%. Prevalence na
Slovensku (centralni a vychodni ¢ast) kolisa od 8 do 54% (Duchacek L., Lamka
J., 2003).

2.4.1.2.1 Faktory

Hlavnimi faktory, které ovlivituji rozsiteni dikrocelidzy jsou:
e mistni enviromentalni a ekologické podminky - pH pldy (ptiznivejsi pro
vyskyt D. dendriticum jsou vapenité, alkalické ptidy), ro¢ni obdobi
e piitomnost a etologie mezihostitell
e piitomnost a charakteristiky definitivniho hostitele - stres, v€k, pohlavi
(samice skotu jsou nakazeny ve vysSim procentu, coz lze vysvétlit jejich
Cast&jsi volnou pastvou oproti volim a chovnym byktim) (Otranto D.,

2002).

2.4.1.3 Motolice kopinata a jeji biologicky cyklus

2.4.1.3.1 Morfologie

D. dendriticum (motolice kopinata) dorista délky 8-14mm a Sitky 2-
3mm. Télo je dorsoventralné zplostélé, poloprisvitné, pouhym okem lze
rozpoznat tmavy uterus, bild vitellaria (Otranto D., 2002). Motolice kopinata
ma dvé ptisavky, jednu na btisni stén¢ a druhou na konci téla - v jejim centru je

umistén ustni otvor (Buchar J. et al.,, 1995). Ten pokracuje ektodermalnim
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hltanem, dale uzkym jicnem, ktery usti v slep€ zakonCené entodermalni sttevo.
Télo je kryté tuhou kutikulou (bez obrveného epitelu), kterd ma ochrannou
funkci (Dogel V. A., 1947). Vajicka jsou zabarvena tmavohnédé, jsou ovalného
tvaru, velikosti 35-45um x 22-30um (Otranto D., 2002). Obsahuji prvni
vyvojové stadium - miracidium, obrvennou larvu (Dogel V. A., 1947).
Vykazuji vysokou odolnost vii¢i vysokym a nizkym teplotam i suchu, mohou
pfezimovat a pfezit na pastviné nejmén¢ 10-12 meésict (Duchacek L., Lamka J.,

2003).

: s ustni pfisavka
vitellaria

varlata

uterus
s vayicky

Obr. 2: Morfologie motolice kopinaté

2.4.1.3.2 Biologicky cyklus

Diky své komplexnosti byl zivotni cyklus D. dendriticum vysvétlen
teprve po vice nez sto letech po prvnim morfologickém popisu parazita
(Rudolphi, 1819). Cyklus trva ptiblizné 6 mésict a je nepiimy. Zahrnuje dva
mezihostitele a jednoho definitivniho hostitele.

Priméarnim hostitelem je suchozemsky plz, ktery poziel vajicka. Zatim je
znamo 99 druhtl plzh Ucastnicich se tohoto cyklu. V plZich se z vaji¢ek lihnou
miracidia, kterd se pfeménuji v prvni a druhou generaci sporocyst. Tato
asexualni faze trva 3-4 mésice. Z druhé generace sporocyst vznikaji cerkarie,

které v dob¢ zralosti migruji z hepatopankreatu do plicnich kavit. Odtud jsou ve
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slizovych koulich exkretovany. Celkem je vylouceno az 5000 cerkarii, kolem
400 v jedné¢ kouli velikosti ptiblizn¢ 2mm (Duchécek L., Lamka J., 2003).

Druhym mezihostitelem je mravenec (Formica spp.), ktery spolknul
cerkarie. Ty se v téle mravence encystuji a béhem 1-2 mésicli se vyvinou
vV metacerkarie. V jednom mravenci jich miize byt az 100. (Duchacek L.,
Lamka J., 2003). Jedna nebo dvé€ metacerkarie mohou byt piitomny
V subesofagealnim ganglionu mravence, kde pii nizkych teplotach (pod 15°C)
vyvolaji kataleptickou kieC. Mravenec zlstdva ochromeny na vrcholcich
rostlin, kde snadnéji dojde kjeho spaseni piezvykavcem. Toto chovani
mravenci pravdépodobné navazuje na praddvné mechanismy nékterych
blanokiidlych, ptedchiidci mravencl, ktefi spali stejnym zpiisobem jako
nakazeni mravenci. Zajimavy je 1 fakt, Ze cerkarie lokalizovana
V subezosfagedlnim ganglionu se obétuje pro pfeziti a rozmnoZeni ostatnich
cerkarii, ¢ili se chova jako altruista (Otranto D., 2002).

V definitivnim hostiteli se metacerkarie uvolni z mravence plisobenim
duodenélnich enzymii. Migruji zZlucovody do jater, kde dospivaji a rozmnoZzuji
se (hermafroditismus). Vajicka se uvolnuji do okoli spolu s faeces (Otranto D.,
2002). Jedno vajicko mize dat teoreticky vznik az 400 000 dospélcim
(Duchécek L., Lamka J., 2003).

Obr. 3: Vajicko motolice kopinaté
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2.4.1.4 Patogeneze a klinické symptomy

Ve srovnani s fascioléozou ma dikrocelidza mirnéjsi priznaky. Mladé
motolice migruji pifimo Zlu€ovody, aniZ by pfitom vaznéji poskodily jatra ¢i
sténu stfeva (na rozdil od Fasciola hepatica, ktera sténu stieva a jaterni
parenchym penetruje). Nékdy se ani pii t€zké infekci nemusi dikrocelioza
manifestovat. Hlavni jaterni 1éze jsou zjistitelné az pii nekropsii. Zviie
postizené  dikroceliozou mlZze trpét anémii, edémem, vyhublosti.
V pokroéilejsich stadiich (az tisice jedinci D. dendriticum) se piipoji cirhoza,
zjizventi jater, rozsifeni ZluCovodi (Otranto D., 2002).

Zmény jsou zpusobeny nejen mechanickym draZdénim, ale 1 produkty
metabolismu motolic. K poskozeni jater dochazi zejména oxidativnim stresem.
ZhorSeni jaternich funkci se stuptiuje se zvySenim poctu piitomnych dikrocelii
v rozmezi 0-300. V poctu 301-600 byl zaznamenén Gtlum v progresi poskozeni,
mozna diky reakci hostitelského organismu (Duchacek L., Lamka J., 2003).

Prestoze symptomy dikroceliézy byvaji mirné a k tthynu dochdzi jen
ziidka, zplsobuje tato parazitéza vlivem poskozeni jater hostitell vazné

ekonomické ztraty, a to predevsim v produkci mléka a masa (Otranto D., 2002).

2.4.1.5 Imunogeneze

V definitivnim hostiteli mohou parazité perzistovat az Sest let a imunitni
systém neni schopen infekci regulovat a snizit pocet dikrocelii v populaci. Mezi
hladinou protilatek a intenzitou infekce zfeymé& neni 74dnéd korelace. Piestoze
imunologickd odpovéd a mnozstvi protilatek tedy neznamend vys$i obranu
pred dikroceliozu, detekce téchto protilatek je dilezitd pro imunodiagnostiku.

(Duchacek L., Lamka J., 2003).

2.4.1.6 Profylaxe

Regulace rozsiteni dikroceliozy byla vzdy slozita a neuspokojiva vlivem
komplexnosti zivotniho cyklu a epidemiologie. Je zalozena na hospodatskych
opattenich, naptiklad vyvarovani se pastev brzy zrana nebo pozde vecer (kdy je

riziko nakaZzeni mravenci vyS$8i) a na kontrole mezihostiteld. Muze byt
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zhodnocena situace v souvislosti s alkalinitou ptdy, ktera je vhodna pro Sifeni
D. dendriticum (Otranto D., 2002).

2.4.1.6.1 Metody kontroly mezihostiteli

VétSina postupil umoziujici regulaci vyskytu primarniho a sekundarniho
mezihostitele je proveditelnd pouze v malych oblastech, jejich vyuziti brani
zejména vysoké naklady.

Pouziti kalciumkyanamidu, moluscicidu a chemického hnojiva je
omezena ekologickymi 1 finanénimi faktory.

Dal$i moznosti je chov krut, driibeZze, kachen nebo hus na malych
pastvinach (kolem 50 ptaka na hektar), které by se zivily mravenci a plZi.

Na malych pastvinach se nabizi i alternativa prevence kontaktu dobytka
s mravenci, ktefi pod vlivem metacerkarie ziistavaji zachyceni na vrcholcich
travy do vzdalenosti 30-50cm od baze mravenisté. Kruhova zabrana z vétvi
kolem této oblasti mize zabranit vétSin€ ndkaz infikovanym mravencem.

V praxi se setkdvame piredevSim s profylaktickym podavanim
antihelmintik vSem jedinclim vystavenym moZnosti ndkazy volnou pastvou

(Otranto D., 2002).
2.4.1.7 Lécba a prevence antihelmintiky

2.4.1.7.1 Benzimidazoly

NejrozsifenéjSimi  antihelmintiky jsou benzimidazolové derivaty
(albendazol, triclabendazol, fenbendazol, mebendazol, cambendazol,
thiabendazol). Jsou Sirokospektré a dobfe tolerované. Proti D. dendriticum musi
byt pouzity ve vysSSich davkach nez proti jinym motolicim, tasemnicim a
plicnim ¢i gastrointestindlnim hlisticim (Otranto D., 2002). Je to zplsobeno
lokalizaci dikrocélii v tenkych Zlu€ovodech, proto bylo i u antihelmintik jiné
chemické skupiny upraveno dévkovani zvySenim jednotlivé davky i frekvence
jejiho podani.

Albendazol, podavany v davce 15-20mg/kg, zplsobi primérné snizeni

populace hepatalnich paraziti o 98,2% pfi peroralnim podani a o 99,6% pfti
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intrarumindlnim podéani. Davka 10mg/kg per os redukuje ndkazu o 92,22%.
Nekteti autofi doporucuji podat dvé davky 7,5mg/kg V patnactidennim
intervalu.

U ovci byla testovdna 1 ucinnost intrarumindlnich kapsli s postupnym
uvoliovanim. Lécend zvifata méla po 10 tydnl po podani kapsli negativni
koprologicky test. Proti gastrointestinalnim nematoddm byl index ucinnosti
96,2-99,2%, proti D. dendriticum byl pouze 88,5%. Bylo pozorovano zvyseni
produkce mléka i viny.

Pro produkci masa a mléka je nutné urcitou dobu vysadit podavani ABZ,
nejen vzhledem K bezpecnosti téchto produktii pro ¢lovéka, ale je tieba vzit do
uvahy i riziko rozvoje rezistence (Otranto D., 2002).

Fenbendazol se uziva v jednotlivé davce (150mg/kg) nebo opakované
pod dobu péti dnti (25mg/kg). Nékdy je pro zvySeni U€innosti kombinovan
s triclabendazolem.

DalSimi uzivanymi antihelmintiky jsou: thiabendazol (200mg/kg),
mebendazol (80mg/kg), cambendazol (25mg/kg) (Duchacek L., Lamka J.,
2003).

Luxabendazol je pti zvysené¢ davce (12,5mg/kg dvakrat v intervalu
jednoho tydne) také vhodnym lécivem.

Dalsi benzimidazolovy derivat, triclabendazol, se proti dikrocelidze jevi

jako neucinny i pies svou efektivnost vici F. hepatica.

2.4.1.7.2 Dalsi antihelmintika

Thiofanat (50mg/kg) se ftadi do skupiny tzv. pro-benzimidazold.
Vykazuje velmi dobrou ucinnost, zejména u ovci. Miize byt podavéna i
kombinace thiofanatu a brotianidu (Otranto D., 2002).

S tspéchem je pouzivan i netobimin v davce 20mg/kg, prazikvantel
(50mg/kg), diamfenetid (240-300mg/kg). Nedostate¢né ucinnou latkou je v
testované davce klosantel (S5mg/kg i.m.), oxyklozanid (15 mg/kg) (Duchacek
L., Lamka J., 2003).
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2.4.1.7.3 Strategie 1é¢by

V souvislosti s epidemiologii D. dendriticum a jeho mezihostitelti je
vV chovech doporuceno podéani antihelmintik dvakrat az tfikrat za rok: na
zacatku jara a na podzim pred ustdjenim. Takto stanovena prevence/lécba by
me¢la byt doprovdzena koprologickou diagnézou a ohodnocenim Zivoc¢iSné
produkce vztazené na pastvu a krmeni (Otranto D., 2002).

V soucasné dobé neni k dispozici zddna vakcina proti dikrocelidze,

piestoze jiz byla popséana protilatkova odpoveéd'.
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3 Cil

Cilem diplomové prace bylo:

1)

2)

3)

4)

Zjistit, zda parazit motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum)
biotransformuje antihelmintikum albendazol a jeho biologicky
aktivni metabolit albendazolsulfoxid.

Stanovit zavislost tvorby metabolith na case a koncentraci
substratu pfi inkubaci intaktnich motolic v kultivaénim mediu (in
Vivo).

Uréit jakou mérou se pii inkubaci in vitro podili jednotlivé
subcelularni frakce homogenatu motolic na biotransformaci
substrati a  stanovit  stereospecifitu  sulfoxidace ABZ
Vv jednotlivych frakcich.

Zjistit  zavislost metabolismu albendazolu na koncentraci

substratu a stanovit kinetické parametry oxidace ABZ.
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Pristroje

¢ inkubator Eppendorf Thermomixer komfort

e inkubator Heraeus Hera cell

e hlubokomrazici box Ultra-low freezer So-low

e centrifuga Eppendorf 5415D

e ultrazvukovy homogenizator Sono puls

e ultrazvukova lazen Tesla UC 005 AJ 1

e trepacka Velp. Scientifica

e piedvazky OWA Labor

e piedvazky Kern KB

e analytické vahy Scaltec SBC 22

e digitalni pH metr Thermo Orion model 410A

e sklenény homogenizator podle Pottera a Elvehjema s teflonovym pistem

e centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

e centrifuga Beckman Coulter, Avanti J-301

e vakuovy koncentrator RWO 64 mikrotechna

e (teCka Biorad (BCA)

o spektrofotometr Spectronic Unicam Heliosf3

e HPLC: vysokotlakd pumpa Spectra series P 200, automaticky davkovac
Hewlett Packard HP 1100, zafizeni pro temperovani kolon, kolona
Discovery C/8150x4,6mm; AGP 150x3mm, kolektor, fluorescencni

detektor 290/320nm, pocita¢ vybaveny chromatografickym softwarem

firmy Data Apex CSW (verze 1.7)
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4.1.2 Chemikalie

e standard ABZ, Sigma

e standard ABZSO, ABZSOO, dar prof. Lanusse, Argentina

e RPMI médium 1640 (s obsahem 20mM HEPES a L-glutaminem),
kat.¢islo R7388, Sigma

e NADPH, Sigma

e dimethylsulfoxid, Fluka

¢ hydrogenuhlicitan sodny, Lachema Neratovice

e chlorid sodny, Lachema Neratovice

e chlorid draselny, Lachema Neratovice

e dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, Penta Chrudim

e dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, Penta Chrudim

e acetonitril, Sigma—Aldrich for HPLC

e octan amonny, Merck Riany

e kyselina octova, Sigma

e isopropylalkohol, Sigma

e roztok A (NaHCO3, Na,COs, bicinchoninic acid v 0,1M NaOH)

e roztok B (4% CuSQO,- 6H,0)

e roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) 1%, Sigma

4.1.3 Biologicky material

Zivé dospélé motolice Dicrocoelium dendriticum byly ziskdny ze
zluCovodu jater tfi muflonii s prokdzanou dikroceli6zou. Motolice byly vymyty
Zjaternich fezi teplym fyziologickycm roztokem a opakované promyty
sterilnim pufrem PBS pH 7,4 s ptidavkem antibiotik.

Cast motolic byla pfenesena do plastové sterilni nadobky, zvaZzena a
zamrazena ve hlubokomrazicim boxu na -80°C. Pozdé¢ji se z téchto motolic
ziskavaly subcelularni frakce pro in vitro pokusy.

Druha ¢ast motolic byla promyta sterilnim kultivacnim médium a ihned

vyuzita k experimentiim in vivo.
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4.2 Metody

4.2.1 Priprava pufri a médii

4.2.1.1 Pufr PBS

Tento pufr byl ptipraven pfidanim 8,0g chloridu sodného a 0,2g chloridu
draselného do 1,0 litru 0,1M sodnodraselnofosfatového pufru (2,4¢g
Na,HPO,-12H,0 a 0,4g KH,PO,4 v 1000ml roztoku). Po té bylo pH upraveno
na 7,4 a k500,0ml vzniklého roztoku se ptidalo 5,0ml zasobniho roztoku
penicilinu a streptomycinu (koncentrace 30mg penicilinu a 5mg streptomycinu

na Sml redestilované vody).

4.2.1.2 Kultivaéni medium

Kultivaéni médium bylo piipraveno smisenim 500,0ml RPMI média
(s obsahem 20mM HEPES a L-glutaminem) s 1,0g hydrogenuhli¢itanu sodného
a s 5,0ml roztoku penicilinu a streptomycinu (koncentrace 30mg penicilinu a

5mg streptomycinu v 5Sml redestilované vody).

4.2.1.3 Fosfatovy pufr

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé slozky: 1000ml 0,1M roztoku
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného (navéazka 35,8¢g
Na,HPO,-12H,0) a 250ml 0,IM roztoku dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (navazka 3,9g NaH,PO,-2H,0). Za stalého michani a kontroly pH byly
tyto roztoky slévany az bylo dosazeno pozadované hodnoty pH 7.,4.

4.2.1.4 Zasobni roztok NADPH

Roztok pro byl piipraven rozpusténim navazky NADPH 3,36mg ve
2,8ml redestilované vody. Koncentrace zasobniho roztoku NADPH pak byla
1500uM.
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Pii stanoveni kinetickych parametri oxidace ABZ byl rovnéZz pouzit
roztok NADPH o koncentraci 1500uM. Navazka 7,610mg NADPH byla

rozpusténa v 6,088ml redestilované vody.

4.2.1.5 Roztoky ABZ a ABZSO

4.2.1.5.1 Roztoky k experimentiim in vivo

Pii inkubacich in vivo byl nejprve piipraven zasobni roztok ABZ.
Navazka 5,30mg byla rozpusténa v 1,00ml dimethylsulfoxidu (DMSQO). Vznikl

roztok o koncentraci 19,98mM. 10ul zasobniho roztoku ABZ bylo smiseno
$9,99ml média (vysledny roztok mél koncentraci 19,98uM) a dalSich 20ul
zasobniho roztoku s 9,98ml média (vznikl roztok o koncentraci 39,95uM).

Zasobni roztok ABZSO pro inkubaci in vivo byl pfipraven rozpusténim
2,81mg v 1,00ml DMSO. Z tohoto roztoku o koncentraci 9,99mM bylo

1. odebrano 10uM a zfedéno 9,99ml média (vznikl roztok o
koncentraci 9,99uM)

2. odebrano 20uM a ziedéno 9,98ml média (vznikl roztok o
koncentraci 19,98uM)

3. odebrano 30uM a zfedéno 9,97ml média (vznikl roztok o

koncentraci 29,97uM).

4.2.1.5.2 Roztoky k experimentim in vitro

K inkubacim in vitro byl pouzit roztok ABZ o koncentraci 150uM. Pro
jeho pripravu bylo nejprve rozpusténa navazka ABZ 5,95mg v 1,55ml DMSO,
vznikl tak roztok o koncentraci 15mM. 15ul tohoto roztoku pak bylo odebrano
a smiseno s 1485l redestilované vody.

Dale byl pouzit roztok ABZSO o koncentraci 150uM. Opét byl nejprve

pfipraven roztok o koncentraci 15mM rozpuSténim navazky ABZSO 6,34mg

v 1,56ml DMSO a naslednym zfedénim 15pul tohoto roztoku vodou na 1,5ml.

33



4.2.1.5.3 Roztoky ke stanoveni kinetickych parametri oxidace ABZ

Pro stanoveni kinetickych parametrii oxidace ABZ bylo potieba 6
roztokll o koncentracich 4,5; 15; 45; 150; 450; 1500uM. Nejprve byl ptipraven
zasobni roztok | o koncentraci 4,5mM. Navazka ABZ 1,53mg byla rozpusténa
v 1,280ml DMSO.

Rozpusténim navazky 4,04mg ABZ v 1,015uM DMSO vznikl roztok 11
0 koncentraci 15mM.

Smisenim 5pl roztoku | s 5ml redestilované vody vznikl roztok 1 o
koncentraci 4,495uM.

Roztok 2 o koncentraci 15uM byl ziskan smisenim Sul roztoku Il s 5ml
redestilované vody.

Roztok 3 o koncentraci 45uM byl pfipraven smisenim 10ul roztoku I
S 990ul redestilované vody.

Roztok 4 o koncentraci 150uM byl ptipraven smisenim 10ul roztoku Il
S 990ul redestilované vody.

Roztok 5 o koncentraci 450uM byl ptipraven smisenim 30ul roztoku Il
S 970ul redestilované vody.

Roztok 6 o koncentraci 1500uM vznikl smisenim 100ul roztoku Il
s 500ul DMSO a 400ul redestilované vody.

4.2.1.6 Mobilni faze

K ptipravé mobilni faze pro achirdlni HPLC analyzu byl pouzit 0,1M
roztok octanu amonného pfipraveny rozpusténim 7,708g octanu amonného
v 1000ml redestilované vody. Tento roztok byl nasledné upraven 99%
kyselinou octovou na pH 4,7 a zfiltrovan. 710ml tohoto roztoku bylo smiseno S
290ml roztoku acetonitrilu a opét bylo upraveno pH na 4,7. Faze byla nejprve
vyzkouSena na standardu albendazolu a albendazolsulfoxidu, pii vychyleni
zZ reten¢niho Casu bylo pifiddno 1 aZ Sml acetonitrilu.

Pro ptfipravu mobilni faze pro chirdlni HPLC analyzu byl pouzit roztok
dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného 0,01M (navazka NaH,PO,-2H,0
1,5616g, doplnéno vodou do 1000ml) a roztok dodekahydratu
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hydrogenfosfore¢nanu sodného 0,01M (navazka Na,HPO, 12H,O 3,5848g,
doplnéno vodou do 1000ml). Tyto roztoky byly za stalého michani a kontroly
pH smiseny tak, aby vysledné pH bylo 6,9. Roztok byl zfiltrovan. K jednomu
litru vzniklého pufru byly ptidany 2ml isopropylalkoholu.

4.2.2 Priprava subcelularnich frakci

ZamraZen¢ motolice byly stejnym dilem po 3g rozvazeny do tii kadinek
umisténych v ledové lazni. Ke kazdému dilu bylo ptfiddno 12ml 0,IM Na-
fosfatového pufru a byl homogenizovan 20s za snizené teploty ve sklenéném
homogenizatoru rotujicim pistem Sono puls.

Ziskany homogenat byl dile po dobu 20s zpracovdvan na centrifuze
Heraeus pti 5000g. Supernatant byl slit a na téze centrifuze byl sto¢en 60 minut
pti 20000g. Supernatant z druhého toceni byl po té centrifugovan 1 hodinu
1050009 vV centrifuze Beckman. Po tomto (tfetim) toceni byl ziskany
supernatant slit do kadinky a rozpipetovan po 1,1ml do 32 mikrozkumavek.
Tato prvni ziskand frakce by pfi staCeni homogenizovanych jater odpovidala
frakci cytosolickych bilkovin, dale je nazyvana frakce 1.

Peleta z druhého toceni byla resuspendovana ve 3ml pufru a staCena
1 hodinu pi1 20000g na centrifuze Heraeus. Pfi analogickém postupu pfii
zpracovavani jater v tomto kroku dochazi k sedimentaci mitochondrii. Ziskana
peleta, oznacena jako frakce 2, byla resuspendovana v 1,95ml glycerolového
pufru a rozpipetovana do plastovych mikrozkumavek po 1,1ml.

Peleta ze tietiho tofeni Dbyla zifedéna 5ml fosfatového pufru,
resuspendovana a zpracovana na centrifuze Beckman pti 105000g 1hod. Peleta
ziskana ztohoto toCeni byla po smiseni s 6ml 20% glycerolového pufru
rozpipetovana do plastovych mikrozkumavek po 0,33ml. Tato frakce odpovida

mikrosomtiim a déle je oznacovana jako frakce 3.

4.2.3 BCA stanoveni bilkoviny

Ke stanoveni bilkovin ve vzorcich zpracovaného biologického materialu

byly pouzity nafedéné roztoky jednotlivych frakei a roztok C, ktery vznikl
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smichanim roztoku A (NaHCO3, Na,COs,, bicinchoninic acid v 0,1M NaOH) a
roztoku B (4% CuSQO,-6H,0). Bilkovinna frakce byla rozdélena na dva dily a
oba byly 10x nafedény destilovanou vodou. Z kazdého fedéni od kazdé frakce
bylo do jamek pipetovano ¢tyfikrat po 10ul, k tomu ptidano 200ul roztoku C.
Celkem tedy 8 paralelnich vzorkl od kazdé frakce. Slepé vzorky obsahovaly
misto bilkoviny 10ul destilované vody.

K sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pouzit roztok hovéziho sérového

albuminu (BSA) 1%, ptiprava probéhla dle nasledujiciho rozpisu:

Tab. 1: Rozpis pro piipravu vzorku k sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Koncentrace BSA | MnoZstvi pipetovaného | Mnozstvi pipetované

[ng/mi] roztoku 1% BSA [ul] | destilované vody [ul]
1 0,0 0,0 500,0
2 200,0 10,0 490,0
3 400,0 20,0 480,0
4 600,0 30,0 470,0
5 800,0 40,0 460,0
6 1000,0 50,0 450,0

Vzorky na desti¢ce byly promichany a inkubovany 30 min pti 37°C. Na
Ctecce Biorad byla zméfena absorbance pfi 562nm proti destilované vodé. Od
zjisténych hodnot byly odecteny priméry slepych vzorkii. Po sestrojeni
kalibra¢ni kiivky byly vypocteny koncentrace bilkoviny v jednotlivych
frakcich.

4.2.4  Experimenty in Vivo

Do sterilnich plastovych mikrozkumavek s propichnutym vickem bylo
rozpipetovano kultivaéni médium po Iml. Pro testovani metabolismu ABZ a
ABZSO v intaktnich motolicich bylo tfeba motolice umistit po dvaceti kusech

do téchto plastovych mikrozkumavek s médiem. K tomu byla pouzita nejprve
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1zicka, ale tento zpiisob byl zdlouhavy a neptesny. Pii uchopovani dikrocelii
pinzetou byly sice odpocitany piesné, ale mohlo dojit k jejich poSkozeni.

Nejspolehlivéjsim a pfitom Setrnym postupem se ukdzalo byt preneseni motolic

automatickou pipetou, ackoli se tak pieneslo i malé mnozstvi média.

4.2.4.1 Inkubace s ABZ a ABZSO

Po 20 hodinach bylo médium z plastovych mikrozkumavek odséto
pipetou. Do tii mikrozkumavek byl pfidin 1ml média s koncentraci
albendazolu 20uM a do dalSich tfi 1ml média o koncentraci albendazolu 40uM.
Dale bylo vzdy do péti mikrozkumavek piidano médium s obsahem
albendazolsulfoxidu 10, 20 a 30uM a zapsan ¢as ptfidani téchto roztokd. Po
uplynuti ur¢ené doby inkubace (inkubace s ABZ: 0, 24, 48hod; inkubace
s ABZSO: 0, 2, 4, 8, 24hod) bylo odebrano 700ul média do ¢istych oznacenych
mikrozkumavek. Motolice byly tiikrat proplachnuty pufrem a pipetou byl
zbytek roztoku odsat co nejvice do sucha. Mikrozkumavky se daly hloubkové

zamrazit.

4.2.4.2 Extrakce

Do mikrozkumavek se 700ml media bylo pifidano 420ul acetonitrilu
(ACN). Po 5 minutach na tfepacce byly staceny Smin pii 10000rpm na
centrifuze Eppendorf 5415D. Z takto zpracovanych vzorkid bylo odebrano po
1000ul1 do vialek pro HPLC analyzu.

Mikrozkumavky s obsahem motolic byly doplnény 200ul fosfatového
pufru pH 7.,4. Byly sonifikovany na zatizeni Sono puls po dobu 10s. Po ptidani
300ul ACN probihala 5 minut sonifikace v ultrazvukové lazni. Dale byly
mikrozkumavky protfepany (5min) a sto¢eny na centrifuze Eppendorf 5415D
pii 10000rpm/ Smin. Po té bylo odebrano 500ul vzorku do vialek, které byly

nasledné analyzovany.

4.2.4.3 HPLC analyza vzorki

Cilem bylo zjistit koncentrace albendazolu, albendazolsulfoxidu a

albendazolsulfonu ve vzorcich ziskanych vySe popsanym postupem. K HPLC
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analyze byl vyuzit jiz difive zavedeny postup (Velik, 2005). Méteni probihalo
na kolon¢ Discovery C/8150x4,6mm. Kolona byla uchovavana v methanolu,
pied zacatkem méfeni byla promyvéana nejprve 10 minut methanolem, pak 30
minut vodou a nakonec mobilni fazi. Po skonCeni métfeni byla promyvana 30
minut vodou, pak methanolem a v ném uchovana.

Rychlost pratoku kolonou byla nastavena na Iml za minutu, tlak
13-17MPa, teplota 25°C, nastiik S0ul.

Byl pouzit fluorescen¢ni detektor 290/320nm.

Vyhodnoceni probéhlo podle kalibracnich kiivek Velika. Reten¢ni cas
albendazolsulfoxidu byl 3 minuty, albendazolsulfonu 4 minuty, albendazolu
23,4 — 24,8 minut.

4.2.5  Experimenty in vitro

Pro experimenty in vitro byly pouzity pfedem ptipravené subcelularni

frakce oznacené 1, 2, 3.

4.2.5.1 Inkubace s ABZ a ABZSO

4.2.5.1.1 Porovnani metabolismu ABZ a ABZSO v jednotlivych frakcich

Vsechny tfi frakce byly inkubovany s 50uM substraty albendazol a
albendazolsulfoxid za ptitomnosti redukénich ekvivalenti NADPH 500uM
v prostiedi fosfatového pufru pH 7,4. Byly provedeny vzdy tfi paralelni
stanoveni.

Inkubacni smés obsahovala: 100ul biologického materialu (frakce 1, 2
nebo 3), 100ul vodného roztoku NADPH o koncentraci 1500uM, 100ul
roztoku ABZ nebo ABZSO 150uM.

Celkovy objem inkubaéni smési byl 300ul v kazdé mikrozkumavce.

Byly provedeny i inkubace slepych vzorki. Bylo smiseno 100ul

biologického materidlu s 200ul pufru bez pfitomnosti substratu (od kazdé
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frakce jedno stanoveni). Dale byla pfipravena smés 100ul roztoku albendazolu
nebo albendazol-S-oxidu (o koncentraci 150uM) se 100ul roztoku NADPH a
100ul pufru, tedy bez obsahu biologického materidlu (od obou substrati tii
paralelni stanoveni).

Inkubace probihala v otevienych plastovych mikrozkumavkach 60 minut
pii teploté 37°C. Cas za¢al byt méfen po ptidani biologického materialu do

smési. Inkubace byla ukoncena pfidanim 500ul roztoku acetonitrilu.

4.2.5.1.2 Stanoveni kinetickych parametru oxidace ABZ

Cilem experimentli bylo zjistit Michaelisovu konstantu a maximalni
rychlost enzymatické premény albendazolu. Bylo vybrano Sest koncentraci
substratu, pfi¢emz od kazdé koncentrace prob¢&hly tii paralelni inkubace.

Do kazdé plastové mikrozkumavky bylo pipetovano 100ul roztoku
NADPH o koncentraci 1500uM; dale 100ul roztoku ABZ o koncentraci 4,5;
15; 45; 150; 450 nebo 1500uM a nakonec 100ul frakce 2 nebo 3 (vzhledem
k vysledkim z pfedchozich analyz nebyla provedena inkubace frakce 1).
Vyslednd koncentrace substratu pak byla v jednotlivych inkubaénich smésich
1,5; 5; 15; 50; 150 a 500uM.

Celkovy objem inkuba¢ni smési byl 300ul v kazdé mikrozkumavce.

Opét byly inkubovany i slepé vzorky. Pti jejich ptipravé byl biologicky
materidl nahrazen pufrem. Od kazdé koncentrace substratu byl inkubovan jeden
slepy vzorek.

Inkubace byla ukoncena ptidanim 180ul roztoku acetonitrilu.

4.2.5.2 Priprava vzorku pro achiralni HPLC stanoveni

Plastové mikrozkumavky byly 3 minuty protfepavany na tfepacce na
stupni 5 a staceny pii 10000 otackach 5 minut na centrifuze Eppendorf 5415D,
aby doslo k sedimentaci frakci. Ze svrchni vrstvy kazdé mikrozkumavky bylo

odebrano 650ul vzorku do popsanych vialek pro HPLC stanoveni.
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4.2.5.3 HPLC analyza vzorki

M¢feni prob€hlo metodou shodnou s postupem popsanym v kapitole

HPLC analyza vzorki v oddile Experimenty in vivo.

4.2.5.4 Priprava vzorku pro chiralni HPLC stanoveni

P11 achiralnim stanoveni bylo mezi 3 a 4 minutou kolektorem z kazdého
vzorku odebrano 50ul do pfipravenych vialek. Na koncentratoru byly tyto
vzorky odpatfeny do sucha, nasledovné rozpustény v 300ul mobilni faze (viz
nize). Vialka pak byla vlozena na nékolik vtefin do ultrazvuku a promichana.

Pipetou byl cely objem ptenesen do insertku, ktery byl vlozen zpét do vialky.

4.2.5.5 Chiralni HPLC analyza

Ke stanoveni dle Velika byla pouzita kolona AGP 150x3mm. Byla
uchovavana v 15% isopropylalkoholu, kterym byla pted pouzitim promyvana.
Nasledné byla promyta vodou, mobilni fazi a po méfeni stejné¢ v opacném
potadi.

Rychlost pritoku kolonou byla nastavena na 0,5ml/min, teplota na 25°C.
Detektor byl pouzit fluorescencni 290/320nm.

Reten¢ni Casy byly pro levotolivy stereoizomer albendazol-S-oxidu

5,4 minuty, pro pravoto¢ivy stereoisomer 13,4 minuty.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni bilkoviny

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena za vyuZiti roztoku hovéziho sérového
albuminu (BSA). V tabulce jsou uvedeny hodnoty absorbance (po odecteni
praméru absorbanci slepych vzorkil) odpovidajici jednotlivym koncentracim

bilkoviny BSA.

Tab. 2: Hodnoty absorbance pro jednotlivé koncentrace

koncentrace BSA |absorbance
[ng/ml]

0 0,008

200 0,126

400 0,226

600 0,326

800 0,436

1000 0,565

5.1.1.1 Kalibraéni krivka

0,6

051 y = 0,0006x

R?*=0,9976

0,4 1

0,3 A

absorbance

0,2 A

0,1 1

0 200 400 600 800 1000 1200

koncetrace bilkoviny [ug/ml]

Obr.4: Kalibraéni kiivka
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Na zéklad¢ kalibrac¢ni kiivky byly ze zjisténych absorbanci (po odecteni
primérné¢ absorbance slepych vzorkll) vypocteny hodnoty koncentrace

bilkoviny v jednotlivych vzorcich.

5.1.1.2 Slepé vzorky

Tab. 3: Hodnoty absorbance slepych vzorki

vzorek |absorbance

1 0,120
2 0,113
3 0,151
4 0,138

pramér | 0,131

5.1.1.3 Frakce 1, 2, 3

V tabulce a grafu jsou uvedeny vysledné hodnoty koncentrace

proteintl.

Tab. 4: Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich

primérna koncentrace

absorbance |bilkoviny [mg/ml]

frakcel |0,35 +0,09 584 +1,44
frakce 2 0,24 +0,06 3,93 £1,01
frakce 3 0,15 +£0,03 2,43 £0,52
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Obr. 5: Koncentrace bilkoviny Vv jednotlivych frakcich

Nejniz8i koncentrace proteinli byla zjiSténa ve frakci 3, naopak nejvyssi

koncentraci proteinii méla frakce 1.
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5.2 Metabolismus ABZ a ABZSO motolici

kopinatou in vitro

5.2.1 Metabolismus albendazolu 50 pM

Jednotlivé frakce homogenatu motolic byly inkubovany se substratem
(albendazol 50uM) a koenzymem NADPH. Po skonceni inkubace byly
v extraktu inkubatd zméfeny koncentrace albendazolu (ABZ) a jeho
metabolitd — albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu (ABZSOO).
V tabulkidch jsou uvedeny priméry koncentraci ze tii paralelnich stanoveni,
z nich vypoctena specificka aktivita a jejich smérodatné odchylky. Vzorky, kde

dany metabolit nebyl detekovan, jsou oznaceny ND.

5.2.1.1 Frakce 1

Tab. 5: Koncentrace a specifické aktivity ve frakci 1

koncentrace specificka aktivita
[uM] [nM/(min.mg)]
ABZ 39,11 +2,07
ABZSO ND ND
ABZSOO ND ND

5.2.1.2 Frakce 2

Tab. 6: Koncentrace a specifické aktivity ve frakci 2

koncentrace specificka aktivita
[uM] [nM/(min.mg)]
ABZ 25,06 +1,83
ABZSO 0,81 +0,33 3,43 +£1,40
ABZSOO ND ND
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5.2.1.3 Frakce 3

Tab. 7: Koncentrace a specifické aktivity ve frakci 3

koncentrace specificka aktivita
[uM] [NnM/(min.mg)]
ABZ 2511 +£1,03
ABZSO 0,12 +0,02 0,85 +£0,15
ABZSOO ND ND

5.2.1.4 Slepy vzorek ABZ

Tabulka uvadi koncentrace albendazolu a jeho metaboliti po
60 minutach inkubace albendazolu 50uM ve fosfatovém pufru bez frakci.

Albendazolsulfoxid nebyl ve vzorku zjistén.

Tab. 8: Koncentrace ABZ a jeho metabolitti v SL ABZ 50uM

koncentrace
[nM]
ABZ 43,60 + 7,85
ABZSO ND
ABZSOO 0,02 +£0,01

5.2.1.5 Frakece 1, 2, 3 bez substrati

Po inkubaci jednotlivych frakci bez substratlh 60 minut pii teploté 37°C

nebyl detekovan albendazol ani jeho metabolity.
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5.2.1.6 Porovnani koncentrace nezreagovaného ABZ u
jednotlivych frakci

V grafu mlzeme porovnat koncentraci zbylého albendazolu po

Sedesatiminutové inkubaci s 50uM ABZ v jednotlivych frakcich a ve slepém

vzorku.
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800 1 |
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400 -

300 -
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100 A

HH

ABZ [nM/min]
HH
H

frakce 1 frakce 2 frakce 3 ABZ SL

Obr.6: Porovnani koncentrace ABZ v jednotlivych frakcich a SL

Koncentrace ABZ je nejvyssi u slepého vzorku, nejniZsi je u frakei 2 a 3.
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5.2.1.7 Porovnani koncentrace vzniklého albendazolsulfoxidu u
jednotlivych frakci

Zde vidime vznik albendazolsulfoxidu po inkubaci 60 minut s ABZ

50uM.

B R RN
A O © O
1 1 1 1

=
N
1

ABZSO [nM/min]
=
o

‘ ]

frakce 1 frakce 2 frakce 3 ABZ SL

oON O ®©
1

Obr. 7: Porovnani koncentrace ABZSO v jednotlivych frakcich a SL

Ve frakci 1 a ve slepém vzorku nebyl metabolit detekovan, ve frakci 2 je
jeho koncentrace vys$si nez ve frakci 3. Ve vzorcich s frakcemi nebyl detekovan

zadny albendazolsulfon.
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5.2.2 Stanoveni stereospecifity sulfoxidace ABZ

Po inkubaci s albendazolem 50uM byl ve vzorku stanoven pomér mezi
levotoivym (-) a pravotoCivym (+) stereoizomerem albendazolsulfoxidu
vzniklym pfti inkubaci. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty jednotlivych
meéfeni se smérodatnou odchylkou. Procentudlni zastoupeni obou stereoizomerti

ve vzorcich je zaneseno v grafech.

5.2.2.1Frakce 2
Tab. 9: Procentualni zastoupeni stereoizomerit ABZSO ve frakci 2
ABZSO

Q) (+)
prumér % (81,1 +£3,2 | 189 +3,2

100 -
5
.
%E 80 - -
%2 6
NS
£ 8 40
t g
§"’ 20 - T
a
0 T 1

Q) )

Albendazolsulfoxid

Obr. 8: Procentualni zastoupeni stereoizomeri ABZSO ve frakci 2

Na grafickém znazornéni vidime pomér mezi levotoivym a
pravoto¢ivym izomerem po inkubaci albendazolu s frakci 2. Vznikal ptevazné

levotocCivy stereoizomer.
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5.2.2.2Frakce 3

Tab. 9: Procentualni zastoupeni stereoizomerda ABZSO ve frakci 3

ABZSO

()

(+)

primér %

100,0 £0,0 {0,0 £0,0
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Q)
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Albendazolsulfoxid

Obr. 9: Procentualni zastoupeni stereoizomertt ABZSO ve frakci 3

Po inkubaci

stereoizomer.

albendazolu

S frakci 3
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5.2.2.3 ABZSO SL
Tab. 10: Procentualni zastoupeni stereoizomerd ABZSO ve slepém vzorku
ABZSO

() (+)
prumér % |54,7 +0,4 | 45,3 +0,4

100 -
=
S 804
2 2
22 e
N3
S 8 40 -
e
S 20
a
0 T 1

Q) ()

Albendazolsulfoxid

Obr. 10: Procentualni zastoupeni stereoizomerit ABZSO ve slepém vzorku

Po inkubaci albendazolu bez frakci je pomér mezi levotofivym a

pravoto€ivym izomerem témet vyrovnany.
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5.2.3 Metabolismus albendazolsulfoxidu

Byla provedena inkubace jednotlivych frakci homogenatu motolic se
substratem (albendazol-S-oxid 50uM). V tabulkach jsou uvedeny pruméry

koncentraci a specifickych aktivit ze tfi paralelnich stanoveni

5.2.3.1 Frakce 1

Tab. 11: Koncentrace a specifické aktivity ve frakci 1

koncentrace specificka aktivita
[nM] [nM/(min.mg)]
ABZ 0,38 +0,04 1,09 +£0,12
ABZSO 27,57 +£0,20
ABZSOO 0,18 +£0,00 0,52 +£0,00

5.2.3.2 Frakce 2

Tab. 12: Koncentrace a specifické aktivity ve frakci 2

koncentrace specificka aktivita
[uM] [nM/(min.mg)]
ABZ 1,47 +£0,46 6,22 +1,96
ABZSO 28,04 +0,84
ABZSOO 0,18 +0,00 0,75 £0,02

5.2.3.3 Frakce 3

Tab. 13: Koncentrace a specifické aktivity ve frakei 3

koncentrace specificka aktivita
[uM] [NnM/(min.mg)]
ABZ 0,48 £0,17 3,30 £1,18
ABZSO 27,97 +£0,39
ABZSOO 0,17 £0,00 1,15 +0,03

51




5.2.3.4 Slepy vzorek ABZSO

Tabulky uvadéji koncentrace albendazolu a jeho metaboliti po
60 minutové inkubaci albendazolsulfoxidu 50uM ve fosfatovém pufru bez

frakei.

Tab. 14: Koncentrace ABZ a jeho metaboliti v SL ABZSO 50uM

koncentrace
[uM]

ABZ 0,60 £0,12
ABZSO 37,39 +£1,76
ABZSOO| 0,32 £0,01

5.2.3.5 Porovnani koncentrace nezreagovaného ABZSO u
jednotlivych frakci

Graf znazornuje koncentraci ABZSO pfi inkubaci ABZSO s frakcemi a

bez nich — ve slepém vzorku.
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Obr. 11: Porovnani koncentrace ABZSO v jednotlivych frakcich a SL

Nejvyssi koncentrace ABZSO byla zjisténa ve slepém vzorku,

koncentrace ABZSO ve frakcich je pfiblizné na stejné Grovni.
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5.2.3.6 Porovnani koncentraci vzniklého albendazolu u
jednotlivych frakci:

V grafu jsou zaneseny zmétfené koncentrace albendazolu po inkubaci

frakci a slepého vzorku s albendazolsulfoxidem.
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Obr. 12: Porovnani koncentrace ABZ v jednotlivych frakcich a SL

Nejvice albendazolu vznikalo ve frakci 2, naopak nejméné ve frakei 1.
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5.2.3.7 Porovnani koncentrace albendazolsulfonu u jednotlivych
frakei:

Graf znazornuje rozdily v koncentraci ABZSOO ve vzorcich s frakcemi

a ve slepém vzorku.
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Obr. 13: Porovnani koncentrace ABZSOO v jednotlivych frakcich a SL

Koncentrace albendazolsulfonu se od frakce 1 k frakci 3 mirné snizuje,

nejveétsi mnozstvi ABZSOO bylo zjisténo ve slepém vzorku.
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5.2.4 Sledovani metabolismu ABZ v zavislosti na

koncentraci substratu

Vzhledem Kk vysledkim z piedchozi analyzy in vitro byla provedena
inkubace frakei 2 a 3 pouze se substratem ABZ, a to v koncentracich 1,5; 5; 15;
50; 150; 500uM. Ve vzorcich byly méfeny koncentrace ABZ a ABZSO. Jsou
uvedeny praméry ze tii paralelnich stanoveni, vypocétené specifické aktivity a

jejich smérodatné odchylky.

5.2.4.1 Frakce 2

Tab. 15: Koncentrace ABZSO a specificka aktivita ve frakci 2

Substrat konc. ABZSO |spec. aktivita
[nM] [NM/(min.mg)]

inkubace s ABZ 1,5pM| 1,05 + 0,03 4,44 +0,13

ABZ5uM| 1,70 +0,18 7,22 +0,78

ABZ 15pM | 1,72 +0,02 7,31 £0,10

ABZ 50pM| 1,50 +0,02 6,37 +0,09

ABZ 150pM | 1,57 +0,27 6,66 +£1,13

ABZ 500pM | 0,74 +0,05 3,12 £0,19

Tab. 16: Koncentrace ABZ ve frakci 2

Substrat konc. ABZ
[nM]
inkubace s ABZ 1,5uM 0,79 +£0,03
ABZ 5pM 1,59 +£0,20

ABZ 15pM| 10,70 +0,06
ABZ50pM| 4841 +0,43
ABZ 150pM| 148,71 +3,95
ABZ 500pM| 543,28 +5,97
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5.2.4.2 Graf zavislosti rychlosti tvorby metabolitu na koncentraci

substratu

rychlost tvorby ABZSO nM/min

0 100 200 300 400 500 600
koncentrace ABZ uM

Obr. 14: Zavislost rychlosti vzniku ABZSO na koncentraci ABZ ve frakci 2

Zde je  graficky znazornéna  zavislost  rychlosti  vzniku
albendazolsulfoxidu na koncentraci albendazolu. Pomoci programu GraphPad
Prism byla pro tuto pfeménu vypocCtena Michaelisova konstanta K a
maximalni rychlost Vmax:

Kmn=0,2650uM
Vimax = 23,89nM/min
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5.2.4.3 Frakce 3

Tabulky uvadi priméry ze tii paralelnich stanoveni ve frakci 3:
koncentrace albendazolu a albendazolsulfoxidu, vypoctené specifické aktivity a

smerodatné odchylky.

Tab. 17: Koncentrace ABZSO a specificka aktivita ve frakci 3

Substrat konc. ABZSO spec. aktivita
[nM] [nM/(min.mg)]
inkubace s ABZ 1,5upM 0,42 +0,03 2,87 +0,22
ABZ 5pM 0,49 +0,04 3,39 +0,30
ABZ 15pM 0,55 +£0,01 3,77 £0,08
ABZ 50pM 0,53 +£0,03 3,63 +£0,24
ABZ 150pM 0,51 £0,10 3,49 +0,66
ABZ 500pM 0,46 +0,05 3,14 £0,34

Tab. 18: Koncentrace ABZ ve frakci 3

Substrat konc. ABZ
[nM]
inkubace s ABZ 1,5uM 0,99 +0,03
ABZ 5pM 2,19 £0,17

ABZ 15pM 11,24 +0,17

ABZ50puM| 50,09 +0,86

ABZ 150pM 148,21 +38,52

ABZ 500uM | 523,27 £9,76
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5.2.4.4 Graf zavislosti rychlosti tvorby metabolitu na koncentraci

substratu

0.0

rychlost tvorby ABZSO nM/min
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Obr. 15: Zavislost rychlosti vzniku ABZSO na koncentraci ABZ ve frakci 3

Graf zndzoriiuje zavislost rychlosti vzniku albendazolsulfoxidu na
koncentraci albendazolu ve frakci 3. Pro tuto pfeménu byla vypoctena
Michaelisova konstanta a maximalni rychlost:

Kmn=0,3043uM
Vmax = 8,573nM/min

Michaelisova konstanta je u frakce 3 vyssi nez u frakce 2, maximalni

rychlost je vyssi u frakce 2.
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5.2.4.5 Slepé vzorky - inkubace ABZ bez frakci

Pti inkubaci albendazolu ve fosfatovém pufru bez frakci nebyly ABZSO
a ABZSOO ve vzorcich zjistény. Tabulka uvadi zmétfené koncentrace

albendazolu.

Tab. 19: Koncentrace ABZ ve SL ABZ

Substrat koncentrace ABZ
[mM]

ABZ 1,5pM 1,09

ABZ 5pM 1,75

ABZ 15pM 11,25

ABZ 50pM 47,69

ABZ 150pM 136,21

ABZ 500pM 518,07

59



5.2.5 Stanoveni stereospecifity sulfoxidace ABZ

Po inkubaci frakce 2 a 3 salbendazolem rostouci koncentrace byly
odebrany vzorky pro stanoveni poméri mezi levotoéivym (-) a

pravotocivym (+) stereoizomerem albendazolsulfoxidu vzniklym pii inkubaci.

5.2.5.1Frakce 2

V tabulce jsou uvedeny vysledky pfi jednotlivych métenich a z nich
vypoctené pramérné hodnoty. Primérné procentudlni zastoupeni obou

stereoizomeri ve vzorcich je zaneseno i v grafech.

Tab. 20: Procentualni zastoupeni stereoizomerut ABZSO ve frakci 2

frakce 2 ABZSO (%)

(=) (+)
Inkubace s ABZ 1,5uM| 86,5 £0,8 135 +£0,8

ABZ5uM| 80,9 +1,6 | 19,1 +1,6
ABZ 15uM| 86,6 +58 | 134 +58
ABZ50pM| 795 88 | 20,6 +8.8

ABZ 150pM| 737 £0,0 | 26,3 0,0
ABZ500uM| 694 £86 | 30,6 +8.6
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Obr. 16: Procentualni zastoupeni stereoizomeri ABZSO ve frakci 2
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Ptesné zjisténi zastoupeni stereoizomert ve frakci 2 nebylo mozné,
protoze u nékterych vzorki nedoSlo k dostateénému oddéleni pika.
Z vyhodnotitelnych zadznamt bylo vypocteno celkové primérné zastoupeni

levotoc¢ivého stereoizomeru 79,4% .

5.2.5.2Frakce 3
Tab. 21: Procentualni zastoupeni stereoizomera ABZSO ve frakei 3
frakce 3 ABZSO (%)

() (+)

Inkubace s ABZ 1,5pM | 91,4 + 1,6 8,6 1,6

ABZ5pM| 90,0 1,7 | 10,0 +1,7

ABZ 15pM | 87,0 +1,3 | 13,0 + 1,3

ABZ50uM| 90,0 +1,9 | 10,0 £ 1,9

ABZ 150pM | 89,8 +3,0 | 10,2 +3,0

ABZ500pM | 90,1 £1,6 99 £1,6
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Obr. 17: Procentualni zastoupeni stereoizomerti ABZSO ve frakci 3
Pti inkubaci frakce 3 s albendazolem vznikal nezavisle na koncentraci jako

hlavni metabolit levotoCivy stereoizomer albendazolsulfoxidu. Ve srovnéani

S pravoto¢ivym stereoizomerem tvoii 89,7% celkového albendazolsulfoxidu.
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5.3 Metabolismus ABZ a ABZSO motolici

kopinatou in vivo

5.3.1 Metabolismus albendazolu

Ve fosfatovem médiu bylo inkubovano 20 motolic se substratem
(albendazol 20uM a 40uM). Po skonceni inkubace bylo zméfeny koncentrace
albendazolu, albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu - v odebraném médiu

Vv Casech 0, 24 a 48hod a v homogenizovanych motolicich v ¢asech 24 a 48hod.

5.3.1.1 Médium

Byly zméteny koncentrace substratu a jeho metaboliti v médiu pii
inkubaci Zivych motolic ve fosfatovém pufru se substratem (albendazol 20 a
40uM). Nasledujici tabulky uvadi naméfené koncentrace albendazolu,
albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu v ¢asech 0, 24 a 48 hodin. Ve

vzorcich ozna¢enych ND nebyl dany metabolit detekovan.

5.3.1.1.1 Inkubace s albendazolem 20uM

Tab. 22: Koncentrace v médiu pfi inkubaci s ABZ 20uM

Doba koncentrace [uM]
inkubace ABZ | ABZSO |ABZSOO
0 hod 10,16 ND ND

24 hod 2,51 0,08 ND

48 hod 3,17 0,23 0,01

62



5.3.1.1.2 Inkubace s albendazolem 40uM

Tab. 23: Koncentrace v médiu pii inkubaci s ABZ 40uM

doba koncentrace [uM]
inkubace ABZ | ABZSO |ABZSOO
0 hod 20,36 ND ND

24 hod 7,58 0,15 ND

48 hod 6,56 0,19 ND

5.3.1.1.3 Porovnani koncentrace nezreagovaného ABZ v jednotlivych

casech

V grafu vidime zmény koncentrace albendazolu v médiu pfi inkubaci s

20 a 40puM albendazolem.
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2
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X
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0 hod 24 hod 48 hod

Obr. 18: Zavislost koncentrace ABZ na dobé inkubace

Na zacatku inkubace byla koncentrace nezreagovaného ABZ v obou

ptipadech nejvyssi, po 24hod doslo k vyraznému snizeni.
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5.3.1.1.4 Porovnani koncentrace vzniklého ABZSO v jednotlivych ¢asech

V tomto grafu pozorujeme narist koncentrace albendazolsulfoxidu v

médiu pii inkubaci s 20 a 40uM albendazolem.
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0 hod 24 hod 48 hod

Obr. 19: Zavislost koncentrace ABZSO na dobé inkubace

V case 0 nebyl ABZSO detekovan, po 24 hod jiz byl zaznamenén a jeho

koncentrace se dale zvySovala.

5.3.1.2 Motolice

Byly métfeny koncentrace substratu a jeho metabolitl v homogenatu
motolic po inkubaci Zivych motolic ve fosfitovém pufru se substraitem
(albendazol 20 a 40uM). Tabulky uvadi naméfené koncentrace albendazolu,
albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu v casech 24 a 48 hodin. Koncentrace
ABZ a ABZSO byly pfti vSech métenich nulové.

64



5.3.1.2.1 Inkubace s albendazolem 20uM

Tab. 24: Koncentrace v motolicich pii inkubaci s ABZ 20uM

doba koncentrace [uM]
inkubace ABZ |ABZSO |ABZSOO
24 hod 3,06 ND ND

48 hod 2,81 ND ND

5.3.1.2.2 Inkubace s albendazolem 40uM

Tab. 25: Koncentrace v motolicich pfi inkubaci s ABZ 40uM

doba koncentrace [pnM]
inkubace ABZ |ABZSO |ABZSOO
24 hod 4,08 ND ND

48 hod 5,99 ND ND

5.3.1.2.3 Graf zavislosti koncentrace ABZ na dobé inkubace

V grafu jsou zachyceny zmény koncentrace albendazolu v Casech 24 a
48 hod.

b
[=]
:

o
[=]
.

0
[=]
.

O inkubace s ABZ 20uM

4,0

20 O inkubace s ABZ 40uM
2,0 1

1,0 4

00 . .

24 hod 48 hod

koncentrace ABZ [uM]

Obr. 20: Zavislost koncentrace ABZ na dobé inkubace

Koncentrace ABZ se po inkubaci s ABZ 20uM mirn¢ snizovala, po

inkubaci s ABZ 40uM se mezi 24 a 48 hod. vyrazn¢ zvysila.
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5.3.2 Metabolismus albendazolsulfoxidu

Dvacet motolic ve fosfaitovém médiu bylo inkubovano se substratem
(albendazolsulfoxid 10, 20 a 30uM). V ¢asech 0, 2, 4, 8 a 24hod byla zméiena
koncentrace albendazolu, albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu v médiu a

V homogenéatu motolic.

5.3.2.1 Médium

Byly zméteny koncentrace substratu a jeho metabolith v médiu pii
inkubaci s ABZSO koncentrace 10, 20 a 30uM. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny
Vv tabulkach.

5.3.2.1.1 Inkubace s albendazolsulfoxidem 10puM

Tab. 26: Koncentrace v médiu pfi inkubaci s ABZSO 10uM

doba koncentrace [uM]
inkubace ABZ | ABZSO |ABZSOO
0 hod 0,12 9,33 0,06

2 hod ND 5,02 0,04

4 hod ND 4,85 0,04

8 hod ND 4,55 0,03
24 hod ND 4,63 0,03

5.3.2.1.2 Inkubace s albendazolsulfoxidem 20pM
Tab. 27: Koncentrace v médiu pti inkubaci s ABZSO 20uM

doba koncentrace [uM]
inkubace ABZ | ABZSO |ABZSOO
0 hod 0,21 19,25 0,13

2 hod 0,05 9,61 0,06

4 hod 0,02 9,67 0,06

8 hod 0,02 9,06 0,06
24 hod 0,01 8,77 0,06
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5.3.2.1.3 Inkubace s albendazolsulfoxidem 30pM

Tab. 28: Koncentrace v médiu pfi inkubaci s ABZSO 30uM

doba koncentrace [uM]
inkubace ABZ | ABZSO |ABZSOO
0 hod 0,30 28,71 0,20

2 hod 0,08 14,55 0,10

4 hod 0,05 14,83 0,10

8 hod 0,05 13,95 0,09
24 hod 0,04 13,99 0,09

5.3.2.1.4 Graf zavislosti koncentrace ABZ na dobé inkubace

V grafu vidime vyvoj koncentrace albendazolu v médiu pfi inkubaci s

10, 20 a 30uM albendazolsulfoxidem.
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Obr. 21: Zavislost koncentrace ABZ v médiu na dobé& inkubace
Pii vSech inkubacich doSlo k nejprudSimu poklesu koncentrace ABZ

vmédiu mezi ¢asem O a 2hod. Po inkubaci s 10uM ABZSO byl ABZ

detekovan pouze v Case 0.
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5.3.2.1.5 Porovnani koncentrace nezreagovaného ABZSO v jednotlivych

C¢asech

V grafu jsou zachyceny zmény koncentrace albendazolsulfoxidu

VvV médiu v Case.
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Obr. 22: Zavislost koncentrace ABZSO v médiu na dobé& inkubace

Nejvyssi koncentrace ABZSO byla zjiSténa na pocatku inkubace,

nejvyznamnéjsi pokles koncentrace ABZSO byl zjistén mezi ¢asem 0 a 2hod.

5.3.2.1.6 Porovnani koncentrace ABZSOO v jednotlivych ¢asech

0,25 ~
2020
8
A 015 - 3 inkub. s ABZSO 10pM
2 — O inkub. s ABZSO 20pM
o] O inkub. s ABZSO 30uM
@ 0,10 A
<
(0]
(@]
[
S 0,05 4
0,00 T T T T 1

Ohod 2hod 4hod 8hod 24 hod

Obr. 23: Zavislost koncentrace ABZSOO v médiu na dobé& inkubace



Nejvyssi koncentrace ABZSOO byla zjiSténa na pocatku inkubace,

nasledovalo jeji sniZzeni. Koncentrace se relativné ustalila po 2hod.

5.3.2.2 Motolice

Byly zmétfeny koncentrace substrdtu a jeho metaboliti v homogenatu
motolic po inkubaci zivych motolic ve fosfaitovém pufru s ABZSO 10, 20 a

30uM. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulkach.

5.3.2.2.1 Inkubace s albendazolsulfoxidem 10uM

Tab. 29: Koncentrace v motolicich pfi inkubaci s ABZSO 10uM

doba Koncentrace [uM]
inkubace ABZ |ABZSO|ABZSOO
2 hod 0,06 1,56 0,01

4 hod 0,05 1,07 0,01

8 hod 0,05 1,55 0,01
24 hod 0,05 1,05 0,01

5.3.2.2.2 Inkubace s albendazolsulfoxidem 20uM
Tab. 30: Koncentrace v motolicich pfi inkubaci s ABZSO 20uM

doba Koncentrace [pM]
inkubace ABZ |ABZSO|ABZSOO
2 hod 0,12 1,83 0,02

4 hod 0,13 2,63 0,03

8 hod 0,14 4,61 0,03
24 hod 0,13 2,16 0,03
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5.3.2.2.3 Inkubace s albendazolsulfoxidem 30pM

Tab. 31: Koncentrace v motolicich pfi inkubaci s ABZSO 30uM

doba Koncentrace [uM]

inkubace ABZ |ABZSO |ABZSOO
2 hod 0,15 2,92 0,03

4 hod 0,17 2,27 0,03

8 hod 0,15 1,95 0,02
24 hod 0,21 2,91 0,04

5.3.2.2.4 Porovnani koncentrace ABZ v jednotlivych ¢asech

V grafu jsou zaneseny Udaje o koncentraci albendazolu v motolicich po

inkubaci s albendazolsulfoxidem.
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Obr. 24: Zavislost koncentrace ABZ v motolicich na dob& inkubace

Koncentrace ABZ v homogendtu motolic byly nizké, nejvyssi byla
zjisténa po 24hod inkubace s 30uM ABZSO.
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5.3.2.2.5 Porovnani koncentrace nezreagovaného ABZSO v jednotlivych

C¢asech

Zde vidime hodnoty koncentrace albendazolsulfoxidu v motolicich po

inkubaci s albendazolsulfoxidem.
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Obr. 25: Zavislost koncentrace ABZSO v motolicich na dobé inkubace

Koncentrace ABZSO v homogenatu motolic byla nejvyssi po 8hod
inkubace s ABZSO 20uM, pii inkubaci s ABZSO 30uM vsak byla v tomto

Vv

5.3.2.2.6 Porovnani koncentrace ABZSOO v jednotlivych ¢asech
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Obr. 26: Zavislost koncentrace ABZSOO v motolicich na dobé& inkubace

Koncentrace ABZSOO byly opét nizké. Nejvys§i hodnota byla
zaznamenana po 24hod inkubace s ABZSO 30uM.
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6 Diskuze

Biotransformace antihelmintika albendazolu (ABZ) a jeho aktivniho
metabolitu albendazolsulfoxidu (ABZSO) motolici kopinatou byla studovana in
vitro (Vv subcelularnich frakcich homogenatu motolic) a in vivo (v zivych
motolicich kultivovanych v nutricnim mediu).

Pro studie in vitro byly z motolic pfipraveny subcelularni frakce
homogenatu. Tyto frakce, oznacené 1, 2 a 3, odpovidaji frakci cytosolicke,
mitochondridlni a mikrosomalni pifi analogickém zpracovani homogenatu

zivociSnych tkani. Pii experimentech in vitro byly ziskané frakce homogenatu

motolic nejprve inkubovany se substraity (ABZ nebo ABZSO) v saturacni
koncentract (50uM). Cilem experimentu bylo zjistit, zda dochazi k
biotransformaci substratu a jak se na tomto procesu podili jednotlivé frakce.
Dalsim tkolem bylo urcit miru stereospecifity sulfoxidace ABZ.

Cilem sledovani biotransformace ABZ ve frakcich 2 a 3 v zavislosti na
koncentraci substratu bylo stanoveni kinetickych parametrii oxidace ABZ —
Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti.

Pti inkubaci s ABZ byly zjiStény vyznamné rozdily ve vzniku metabolitl
ABZ u jednotlivych frakci. Ve frakci 1 nebyl detekovan ani ABZSO, ani
ABZSOO. Substrat pravdépodobné touto frakci neni metabolizovan.
Koncentrace nezmetabolizovaného ABZ je v porovnani s koncentraci u dalSich
frakci nejvyssi 1 ptesto, ze v této frakci se naléza nejvyssi mnozstvi proteini.

Ve frakci 2 vzniklo z ABZ Sestinasobné vétsi mnozstvi ABZSO nez ve
frakei 3. Specificka aktivita enzymi je zde také nejvyssi. Tato frakce rovnéz
vykazovala nejvyssi miru stereospecifity sulfoxidace ABZ; prakticky vznikal
pouze levotoCivy stereoizomer.

Ve slepém vzorku (bez proteinu) nedoSlo k metabolizaci substratu,
koncentrace ABZ i ABZSO byly nulové.

Analyza metabolismu ABZSO byla zaméfena na moznost inaktivace
uc¢inného metabolitu ABZSO jeho biotransformaci. V porovnani se slepym

vzorkem doSlo u vSech frakei k pfiblizné stejnému sniZzeni koncentrace
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ABZSO. Rovnéz mnozstvi detekovaného ABZ bylo srovnatelné ve vSech
vzorcich vcetné slepych vzorkll. Analyza prokizala zneciSténi substratu
ABZSO albendazolem. ABZSO pravdépodobné neni enzymaticky redukovéan
na ABZ.

Ve slepych vzorcich byl pii inkubaci s ABZSO nalezen také ABZSOO.
Jeho koncentrace byla dokonce vys$$i nez ve vzorcich inkubovanych s frakcemi.
Jak se posléze ukazalo, substrat ABZSO byl znecistén 1 timto metabolitem. Pti
inkubacich tedy v tomto piipadé ABZSOO vystupoval jako dalsi substrat, ke
snizeni jeho koncentrace doSlo pii inkubacich vSech tii frakci. ABZSOO je tedy
pravdépodobné motolicemi biotransformovan, vznikly metabolit vSak ziistava
nezndmy. Diky velkému zneci$téni substratu nelze také jednoznaéné
rozhodnout, zda je v mensi mife ¢i zda viibec neni ABZSO metabolizovan.
Pokud k takovému procesu dochazi, jisté se nejedna o kvantitativn€ vyznamnou
cestu inaktivace u¢inné latky (ABZSO).

Pti sledovani zdvislosti metabolismu ABZ na koncentraci substratu
rychlost premény ABZ na ABZSO nejprve s koncentraci prudce rostla, po
dosazeni urCité hrani¢ni koncentrace substratu se rychlost zacala zvolna
snizovat. U frakce 2 byl tento pokles vyraznéjsi. Jev si Ize vylozit jako inhibici
enzymll zpisobenou nadmérnou koncentraci ABZ. Nelze ale vyloucit ani
moznost krystalizace substratu v médiu pii vyssich koncentracich.

Michaelisova konstanta pro frakci 2 je nizsi nez pro frakci 3. Maximalni
rychlost biotransformace ABZ na ABZSO je pro enzymy frakce 2 téméf tiikrat
vy$§i neZ pro enzymy frakce 3. Z toho vyplyva, zZe enzymy frakce 2 maji oproti
enzymum frakce 3 vyssi jak afinitu k ABZ, tak i Kkatalytickou aktivitu
sulfoxidace.

Pfi analyze zastoupeni stereoizomeri ABZSO, vzniklého pii inkubaci
ABZ s frakci 2 a 3, nebylo u nékterych vzorkli mozné vyhodnotit jednotlivé
piky, protoze doSlo kjejich cCastecnému piekryti dalSimi  piky
neidentifikovanych necistot ¢i metabolitl. Nepodatilo se zjistit, pro¢ se tento
problém objevoval pouze u vzorkl frakce 2 a to zcela ndhodng. Nicméné vzdy

bylo mozné vyhodnotit alesponn jedno z paralelnich stanoveni. U obou
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analyzovanych frakci byla potvrzena vysoka mira stereospecifity enzymu. Jako
hlavni produkt vznikal levoto€ivy ABZSO, u frakce 2 ze 79,4%, u frakce 3
z 89,7%. Toto procento se mirné¢ odchyluje od udaji predeslé analyzy, kdy u
frakce 2 bylo stanoveno zastoupeni (-)-ABZSO na 81,1%, u frakce 3 na 100%.
Potvrdilo se vSak, Ze nejvyssi miru stereospecifity vykazuji enzymy frakce 3.

Pomér levotoc¢ivého a pravotoCivého izomeru se v zavislosti na
koncentraci substratu neménil. Z tohoto vysledku lze odhadovat, Ze na
sulfoxidaci ABZ se v kazdé frakci podili pfevazné jeden enzymovy systém.

V analyze in vivo jsme kultivovali zivé motolice v médiu s obsahem
albendazolu 20 a 40puM a v médiu s albendazolsufloxidem 10; 20; a 30uM.
Nasim cilem bylo stanovit koncentrace ABZ, ABZSO a ABZSOO v médiu (v

case 0, 24, 48hod.) 1 v homogenizatu motolicich (24 a 48hod.). Namétené
hodnoty vypovidaji o biotransformaci substrati dikrocéliemi a zavislosti
biotransformacnich procest na ¢ase a koncentraci substratli. Zjisténé udaje by
nam také mohly objasnit transport parentnich latek i metaboliti a pfipadnou
souvislost téchto jevl s rozvojem rezistence.

Pfi inkubaci s ABZ se v médiu koncentrace ABZ postupné snizovala.
Z média byl ABZ transportovan do dikrocelii. Pfi inkubaci s 40uM ABZ
koncentrace substratu v motolici s rostouci dobou inkubace narista, coz je
z hlediska 1é¢by dikrocelidézy Zadouci jev.

| v experimentech s motolicemi in vivo byla prokazana biotransformace
ABZ na ABZSO. Tento metabolit byl detekovan v médiu, ve kterém byly
motolice a substrat ABZ. Koncentrace ABZSO v médiu se po inkubaci ABZ
s motolicemi zvySovala s rostouci dobou inkubace i srostouci koncentraci
substratu.

V homogenizatu motolic vSak koncentrace ABZSO byla pii obou
inkubacich zméfena jako nulova. Vzhledem k tomu, Ze pfi analyze in vitro bylo
prokazano, ze D. dendriticum metabolizuje ABZ na ABZSO, a vzhledem
k nenulovym koncentracim ABZSO v médiu, je pravdépodobné, ze dochazi

k rychlé eliminaci ABZSO z organismu dikrocelie.
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Albendazolsulfon byl detekovan ve velmi nizké koncentraci pouze
vV médiu po 48-hodinové inkubaci motolic s albendazolem. ABZSOO byl také
zaznamenan ve slepém vzorku analyzy in vitro, zde vSak mohl vznikat az
v pribé¢hu inkubace chemickou oxidaci albendazolsulfoxidu. Nelze tedy
vyloucit, Ze se 1 v inkubatech ABZ s motolicemi jednd o neenzymatickou
preménu.

Pti inkubaci zivych motolic v kultiva¢nim médiu s ABZSO bylo v médiu
jiz na pocatku inkubace (Cas 0) zjisténo urcité mnozstvi ABZ ve vSech tfech
inkubacnich smésich. Pti¢inou bylo zne€isténi substratu (ABZSO).

Vv ¢ase nula, pak doslo k jeho transportu do motolic a pravdépodobné i k jeho
CasteCné biotransformaci. V dikroceliich se pocatecni vySsi stav ABZ mirné
snizil a ustalil.

Pfi inkubaci s vyS§imi koncentracemi ABZSO se koncentrace
albendazolu postupné snizovala. Pokles koncentrace ABZ v médiu byl prudsi
Vv inkubaci s nejvyssi koncentraci substratu. To mohlo byt zplisobeno odezvou
transportnich systémul na vyssi koncentraci jejich substratu.

V motolicich koncentrace ABZ kolisala, vykyvy nejevi zndmky casové
zavislosti.

Koncentrace ABZSO v médiu byla u vSech inkubaci nejvyssi v Case
nula. Pfi inkubaci zifejmé doSlo k priiniku substratu do organismu parazita a
tedy poklesu jeho koncentrace v médiu. S ubihajicim Casem se koncentrace
ustalila nebo klesala jen velmi mirn€. Pravdépodobné& zaroven probihal i
transport opaénym smérem. Rovnovaha se ustdlila pfiblizné¢ na poloviéni
hodnoté piivodni koncentrace substratu.

Koncentrace substratu v motolicich byla vzdy niz§i nez v médiu.
Vysledna koncentrace v dikroceliich je urcena nékolika procesy. Prvnim je
transport do organismu parazita. Motolice pravdépodobné piijiméa substrat
smédiem pifi pfijmu Zzivin a zaroven diflzi/transportem pies tegument.
Soucasn¢ probihd transport opaénym smérem. DalSim faktorem je

metabolismus ABZSO, ktery mize byt preménovan na ABZSOO, ABZ nebo
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dals$i nedetekované metabolity. A nakonec biotransformace ABZ, ktery se
v médiu vyskytuje jako necistota a je motolici pfijiman a zpracovavan.

Ze ziskanych udaji nebylo moZné vyvodit ¢asovou zavislost.
Koncentrace ABZSO v médiu byla vSak vzdy nékolikanasobné vyssi nez
Vv motolicich, coz miize byt vysvétleno aktivni eliminaci ABZSO a jeho
metabolickym odbouranim. Tento jev muze mit ulohu v rozvoji rezistence na
ABZ.

Koncentrace ABZSOO v médiu klesla z ptivodni koncentrace asi na
jednu polovinu, pravdépodobné dochéazelo k diftizi do organismu parazita.
V motolicich koncentrace ABZSOO pftiblizné kopirovala koncentraci ABZSO,
coz muze byt ddno tim, Ze se na biotransformaci obou sloucenin podili obdobné

enzymy.
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[ Zavér
Diplomova prace prokazala, ze Dicrocoelium dendriticum biotransformuje
albendazol na albendazolsulfoxid. Nejvétsi mérou se na této biotransformaci
podili enzymy frakce 2 odpovidajici mitochondriim, naopak nulova aktivita
enzymtu byla zjiSténa ve frakci 1 odpovidajici cytosolu.

Sulfoxidace albendazolu probihala stereoselektivné, vznikal pievazné
levotocCivy stereoizomer. NejvySsi miru stereospecifity vykazuji enzymy frakce
3 (,,mikrosomy*).

Byly stanoveny kinetické parametry sulfoxidace albendazolu. Maximalni
rychlost sulfoxidace byla témér trikrat vyssi u frakce 2 (Vimax = 23,89nM/min)
nez u frakce 3 (Vmax = 8,57nM/min), Michaelisova konstanta byla nizs§i ve
frakci 2 (K, = 0,265uM.) nez ve frakci 3. (K, = 0,304uM).

Z experimentl in Vivo lze usuzovat na pfitomnost transportnich systémi,
které reguluji koncentraci ABZSO v organismu motolice.

V budoucnu je tfeba optimalizovat analytickou metodu a provést dalsi
studie in vivo, které by vice objasnily casovou a koncentracni zavislost

biotransformace ABZ a jeho metabolitd.
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ABZ
ABZSO
ABZSOO
ACN
BCA
BSA

BZ
CYP450
DMSO
FMO
GST
HPLC
NADH

NADPH

ND
TGR

8 Seznam pouzitych zkratek

Albendazol

Albendazolsufoxid
Albendazolsulfon

Acetonitril

bicinchoninic acid

hovézi sérovy albumin
benzimidazolova antihelmintika
cytochrom P450
dimethylsulfoxid
flavinmonooxygenazovy systém

glutathion-S-transferasa

vysokoucinna kapalinova chromatografie

redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidu

redukovana forma

nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

nebylo detekovano

thioredoxin glutathion reduktasa
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