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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Vliv albendazolu na aktivitu vybranych enzymi u tasemnice

Hymenolepis diminuta

Utinnost anthelmintik, pouzivanych pro terapii onemocnéni zpusobenych
helminty, neni vzdy dostacujici a v nékterych ptipadech se setkavame piimo s rezistenci
na tato lé¢iva. Helminti, mezi néz patii i tasemnice, se dokdzi toxickému vlivu
anthelmintik branit pomoci fady mechanismil. Mezi tyto mechanismy patii také enzymy
metabolizujici xenobiotika a transportni proteiny. Jsou-li enzymy metabolizujici
xenobiotika indukovany, mulze byt uUCinnost terapie vyznamné sniZovdna. Vliv
xenobiotika metabolizujicich enzymt na vznik rezistence u fady helmintd je jiz znam

a popsan. U tasemnic dosud tyto informace schazi.

Hlavnim cilem této prace bylo stanoveni vlivu albendazolu na aktivitu vybranych
xenobiotika metabolizujicich enzyml tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta).
Tasemnice byly inkubovany s albendazolem (1 uM a 10 uM) po dobu 24 hodin. Nasledné
byly stanoveny v cytosolické, mikrosomalni a mitochondridlni frakci aktivity vybranych
enzymi. V této praci jsme se zamcfili na aktivitu karbonylreduktasy, dvé isoformy
aldoketoreduktasy (AKRIC a AKRI1A1), katalasu, superoxid dismutasu, peroxidasu,
glutathionreduktasovou aktivitu thioredoxin-glutathionreduktasy,

glutathion-S-transferasu, UDP-glukuronosyltransferasu a UDP-glukosyltransferasu.

Vliv albendazolu na aktivitu enzyml H. diminuta byl prokazan. Doslo ke zvySeni
aktivity nékterych enzymu v cytosolické a mikrosomalni frakci, a naopak ke snizeni
aktivity nékterych enzymil v mitochondridlni frakci. ZvySeni aktivity téchto enzymu
u H. diminuta po inkubaci s albendazolem podporuje hypotézu o spojitosti enzymi

metabolizujicich xenobiotika s Iékovou rezistenci u tasemnic.
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The efficacy of anthelmintics used to treat diseases caused by helminths
is not always sufficient, and in some cases, we are directly facing resistance to these
drugs. Helminths, including tapeworms, are able to defend against the toxic effect
of anthelmintics using several mechanisms. Xenobiotic metabolizing enzymes
and transport proteins belong to these mechanisms. When xenobiotic metabolizing
enzymes are induced, the efficacy of therapy may be significantly reduced. The effect
of xenobiotic metabolizing enzymes on the drug resistance development has been already

described in number of helminths. In tapeworms this information is still missing.

Main aim of this study was to determine effect of drug albendazole on the activity
of selected xenobiotic metabolizing enzymes in rat tapeworm (Hymenolepis diminuta).
Tapeworms were incubated with albendazole (I uM and 10 pM) for 24 hours. Then
activities of selected enzymes in cytosol-like, microsome-like and mitochondria-like
fractions were determined. This study is focused on activity of carbonylreductase, two
1soforms of aldoketoreductase (AKR1C and AKR1A1), catalase, superoxide dismutase,
peroxidase, glutathionereductase activity of thioredoxin-glutathionreductase,

glutathione-S-transferase, UDP-glucuronosyltransferase and UDP-glucosyltransferase.

The effect of albendazole on the activity of enzymes in H. diminuta has been
demonstrated. The activity of some enzymes was increased in cytosol-like
and microsome-like fractions, and on the contrary decreased in mitochondria-like
fraction. Increased activity of these enzymes in H. diminuta supports the hypothesis that
xenobiotic metabolizing enzymes participate in drug resistance development

in tapeworms.
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABZ
ABZ.SO
ABZ.SO>
ABZ1
ABZ10
AKR
BCA
BSA
BZD
CAT
CBR
CDNB
CYP
DMSO
EDTA
FBS

GR
GSH
GSSG
GST
HEPES
K

KOH
MBZ
MBZ-R
MDR
PBS
PEN/STREP
Px

PZQ

albendazol

albendazol sulfoxid

albendazol sulfon

skupina vzorka inkubovanych s 1 uM albendazolem
skupina vzorka inkubovanych s 10 uM albendazolem
aldo-ketoreduktasa

bicinchoninova kyselina

bovine serum albumin

benzimidazolova anthelmintika

katalasa

karbonylreduktasa

1-chlor-2,4-dinitrobenzen

cytochrom P450

dimethylsulfoxid

ethylendiamintetraoctova kyselina

fetal bovine serum

glutathionreduktasa

redukovany glutathion

oxidovany glutathion

glutathion-S-transferasa
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
kontrolni skupina vzorki v ¢ase t =24 h

kontrolni skupina vzorki v ¢ase t =0 h

mebendazol

redukovany mebendazol

dehydrogenasy/reduktasy se sttedné¢ dlouhym fetézcem
phosphate buffered saline

penicilin/streptomycin

peroxidasa

prazikvantel



SDR
SOD
TCA
TGR
TxR
UDP-GA
UDP-Glc
UGIcT
UGT

dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
superoxid dismutasa

trichloroctova kyselina
thioredoxin-glutathionreduktasa
thioredoxinreduktasa

UDP-glukuronova kyselina

UDP-glukosa

UDP-glukosyltransferasa

UPD-glukuronosyltransferasa

10



2 UVOD

Tasemnice zpusobuji vazna infekéni onemocnéni u zvitat i cloveka. Jsou pii¢inou
zdravotnich obtizi, ale také ekonomickych ztrat. Pro kontrolu téchto onemocnéni jsou
pouzivana zejména benzimidazolova anthelmintika, prazikvantel, niklosamid, pfipadné
néktera dalsi 1é¢iva. Bohuzel Gc¢innost téchto 1é¢iv neni ve vSech ptipadech dostacujici.
Tasemnice i ostatni helminti disponuji fadou mechanismt, kterymi se dokdzi vlivu
anthelmintik a dalSich xenobiotik branit. Jednim ztéchto mechanismi je
1 biotransformace 1éCiv prostfednictvim biotransformacnich enzymd, v pribéhu které
muze dochazek k inaktivaci 1é¢iva. Dal$im dulezitym mechanismem jsou efluxni
transportéry, pomoci kterych mtize byt anthelmintikum nebo jeho inaktivni forma snadno
vypuzena z téla ven. Témito obrannymi mechanismy je snizovana uspéSnost terapie

onemocnéni zptisobenych tasemnicemi (Bartikova et al., 2012).

V ramci této prace bychom radi objasnili, zda ma pfitomnost albendazolu,
zastupce skupiny benzimidazold, vliv na aktivitu vybranych enzymu tasemnice krysi
(Hymenolepis diminuta). Ovlivnéni aktivity biotransformacnich enzymu albendazolem
(ABZ) jsme sledovali u enzymii s redukéni aktivitou, konkrétné u karbonylreduktasy
(CBR) a dvou isoforem aldo-ketoreduktasy (AKR1C a AKRI1ALl). Dale u katalasy
(CAT), peroxidasy (Px), superoxid dismutasy (SOD) a thioredoxin-glutathionreduktasy
(TGR), u které jsem se zaméfili pouze na jeji glutathionreduktasovou aktivitu. Tyto Ctyfi
enzymy s primarn¢ antioxidacni funkci se mohou u helmintd podilet na oxidaénim
metabolismu xenobiotik (Bartikova et al., 2012). Z konjugacnich enzymt jsme se
zabyvali aktivitou glutathion-S-transferasy (GST), UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)
a UDP-glukosyltransferasy (UGlcT). Studiem vlivu albendazolu na aktivitu vybranych
biotransformacnich enzymti bychom radi pfispéli k vySe zminéné problematice
nedostatecné Uc¢innosti anthelmintik, potazmo vzniku Iékové rezistence u helminta

v souvislosti s aktivitou biotransformacénich enzymd.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Hymenolepis diminuta

3.1.1 Obecna charakteristika

Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) je b&zny parazit vyskytujici se
u potkanti, mys$i a dalSich hlodavct po celém svéteé, vzacné se hostitelem muze stat
i clovek (Bogitsh et al., 2005). H. diminuta je také pro sviij jednoduchy zivotni cyklus
Casto vyuzivana jako laboratorni model pfi studiu fyziologie, biochemie, imunologie

a zhodnoceni efektu anthelmintik u tasemnic (Bartikova et al., 2012).

Dle taxonomie H. diminuta nalezi do kmene plosténcti (Platyhelminthes), do ttidy
Cestoda a jeji podtiidy Eucestoda neboli pravé tasemnice. Jedinci podtiidy Eucestoda
jsou vysoce specializovani k parazitickému zpusobu Zivota, dosp€lci jsou endoparazité,
zijici v zazivacim traktu obratloveti a larvalni stddia se vyskytuji u obratlovcl
i bezobratlych zivocicht.. H. diminuta dale nélezi do fadu kruhovek (Cyclophyllidea),

celedi Hymenolepididae a rodu Hymenolepis (Bogitsh et al., 2005; Smrz, 2014).

3.1.2 Popis dospélé tasemnice podtiidy Eucestoda

Charakteristickym znakem pro vSechny plosSténce je bilaterdlni soumérnost
organismu. Télo dospélé tasemnice se sklada ze tfi usekl, z hlavy (skolex), krku

a vlastniho téla tasemnice (strobila) (Bogitsh et al., 2005; Smrz, 2014).

Na hlavové ¢asti se nachazeji ptisavky, které pomahaji tasemnici s pfichycenim
ke stén¢ intestinalniho traktu hostitele. RozliSujeme dva zakladni typy skolexu. Prvni typ,
charakteristicky pro zastupce tfadu Cyclophyllidea, se vyznaCuje Ctyimi piisavkami
uspofadanymi v ekvatoridlni rovin€. Pfisavky mohou byt dale doprovazeny pomocnymi
prichytnymi strukturami, naptiklad hacky, které se ale u H. diminuta neobjevuji. Druhy
typ skolexu se vyznacuje dvéma podélnymi Stérbinami, tento typ se odborné nazyva
bothrium. Pfichyceni u obou typl ddle napomahaji svalova vldkna skolexu. Morfologie
a rozméry skolexu hraji kli¢ovou roli v identifikaci jedinct (Bogitsh et al., 2005; Smrz,

2014).

12



Na hlavu tasemnice navazuje krk, je to ne¢lankovany usek a obvykle nejuzsi ¢ast
z celého organismu. Tvoii se zde nové segmenty (proglotidy), které posouvaji starsi
smérem ke konci téla a vznika tak fetézec proglotid. Tento proces se nazyva strobilace

(Bogitsh et al., 2005).

Vzniklému fetézci proglotid fikdme strobila neboli vlastni ¢lankované télo
tasemnice. Dospélci mohou dosahnout délky téla az 90 cm. Siika kazdé proglotidy je
vetsi nez jeji délka. V kazdé proglotidé se nachazi rozmnozovaci ustroji, které se postupné
vyviji, pfiCemz rozmnozovaci Ustroji proglotid nejblize krku je vyvinuté nejméné. Podle
tohoto postupného vyvoje reprodukénich organi je strobila délena na useky tvorené
nezralymi, zralymi a gravidnimi proglotidami. U nezralych proglotid jsou reprodukéni
organy viditelné, ale nefunk¢ni. Zralé proglotidy maji reprodukéni orgény plné funkéni.
Gravidni proglotidy se nachézeji na konci vlastniho ¢lankovaného téla tasemnice a jsou
vyplnény vajic¢ky, reprodukéni organy byvaji v gravidnich proglotidach ¢asto atrofované.
K uvolnéni vajicka z termindlnich proglotid mize dojit dvojim zplsobem, bud’ jsou
vylou¢ena samotna vajicka piimo do stfevniho lumen hostitele, anebo dochazi
k oddé€lovani celych gravidnich proglotid od téla tasemnice. Samotna vajicka nebo celé
proglotidy pak opoustéji télo hostitele spolecné se stievnim obsahem (Bogitsh et al.,

2005).

Povrch téla tasemnice se nazyva tegument, jedna se o soubuni. Ochrannou vrstvu
tegumentu tvoii vrstva polysacharidi glykokalyx, ktery parazita chrani pfed travicimi
enzymy hostitele a také zvySuje absorpci zivin. Na celém povrchu téla tasemnice
nachazime specializované mikroklky, které zajist'uji lepsi ptilnuti k epitelu intestinalniho
traktu hostitele, zvétSuji povrch téla a usnadnuji odstraiiovani odpadnich produkti.
Velikost téchto mikroklkl je z&visla na umisténi na strobile a také na konkrétnim druhu

tasemnice (Bogitsh et al., 2005).

Vylucovani odpadnich produkta je zajisténo protonefridiemi, které se skladaji
z plaménkovych bun¢k a sbérnych kanalkli. Podélné sbérné kanalky jsou cCtyfi, dva
umisténé dorzalné, dva ventralné a vedou po celé délce strobily. Ventraln€¢ umisténé
kanalky jsou na kazdé proglotidé propojeny novym kanalkem a vedou tekutinu smérem
od skolexu, kdeZzto dorzalni kandlky opaénym smérem. Ventralni a dorzalni kanalky
byvaji propojeny v oblasti skolexu. U mladSich tasemnic ventralni kandlky usti

do vylu¢ovacitho méchytku terminalni proglotidy. U starSich tasemnic dochazi
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k vylu€ovani piimo do okolniho prostfedi, protoze plivodni termindlni clanek byl
odloucen. Plaménkové bunky byvaji obvykle uskupeny po ¢tyfech a jsou pridruzené

k ventralnim podélnym kanalkiim (Bogitsh et al., 2005).

Pro tasemnice je charakteristickd Zebfickovitd nervova soustava. Sklada se
z mozkového ganglia v hlavové ¢asti a nékolika parti podélnych nervii po celé délce
strobily, které jsou na kazdé proglotidé spojeny spojovacim nervem. Dale je nervova
soustava tvofena kratSimi motorickymi nervy, které odstupuji od podélnych nervi
a inervuji napiiklad reprodukéni organy a svalstvo. Senzorické nervy spojuji nervovou

soustavu s tegumentem. Hojné inervované jsou také prisavky (Bogitsh et al., 2005).

Ttida tasemnic postrada travici soustavu, vSechny nutrienty jedinci ¢erpaji pfimo
z tenkého stfeva hostitele. Nutrienty prostupuji tegumentem prostou i zprostiedkovanou
difuzi a aktivnim transportem. Mira metabolismu je v riznych castech téla tasemnice
odli$nd, odrazi se od potieb konkrétniho useku. Napiiklad oblasti krku a nezralych
proglotid se vyznacuji vysokou miru metabolickych déja (Bogitsh et al., 2005).

Tasemnice patfi mezi hermafrodity, tudiz kazda proglotida obsahuje samci
a sami¢i pohlavni systém (viz Obr.1). K oplozeni miize dojit mezi dvéma riiznymi
proglotidami jednoho jedince nebo mezi dvéma riznymi jedinci. Oplozeni mezi dvéma
jedinci je vhodngjsi z hlediska pfedchazeni vzniku vyvojovych vad a udrzeni vitality

(Bogitsh et al., 2005).

rostellum hook

. N J?"Fi’% I:f___ /. yolk gland; \
scolex % b4 = I/
\ | = = | ovary

sucker
proglottid

neck J

immature

proglottid o O~ uterus

Obr. 1 Uspotadani pohlavni soustavy v proglotidé¢ a stavba téla dosp€lé tasemnice.

Modifikovano dle: Canacopegdl (2006)
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Sam¢i rozmnozovaci systém je zastoupen jednim nebo i1 vice varlaty (testes)
v kazd¢ proglotidé. Od kazdého varlete vedou odvodné Zzlazky, které se nasledné
modifikuji v cirus. Cirus slouzi k pfeneseni sam¢ich pohlavnich bunék do jiné proglotidy,
kde se uskutec¢ni oplodnéni vajicka. Dale jsou také pritomny semenné vacky, které slouzi

jako tlozny prostor pro spermie (Bogitsh et al., 2005).

Samici reprodukcni systém je tvoren jednim ¢i dvéma vajecniky, které produku;ji
vajicka. Na vajec¢niky navazuje vejcovod, kde dochazi ke splynuti sam¢i a samici
pohlavni buniky za vzniku zygoty. Spermie se do proglotidy dostavaji pomoci cirusu skrz
genitalni otvor. Zygota dale pokracuje do mista, kde se nachdzi Mehlisova zlaza
produkujici latky potfebné k vytvoreni vaje¢né skotfdpky a také Zzloutkova zlaza
produkujici Ziviny a dalsi latky pro vyvoj skotfdpky. Vejcovod vede do délohy (uterus),
kde jsou vyvijejici se vajicka skladovana. De¢loha tasemnic tadu Cyclophyllidea,
kam nalezi H. diminuta, nema uterinni otvor, ktery slouzi k vylou¢eni samotného vajicka
do intestinalniho traktu hostitele. U H. diminuta dochazi po naplnéni délohy vajicky

k odlouceni celého gravidni proglotidy (Bogitsh et al., 2005).

3.1.3 Zivotni cyklus

Jak jiz bylo zminéno H. diminuta patti do tadu Cyclophyllidea. Zivotni cyklus
zastupcl tohoto fadu je vazan na souS. Jako mezihostitelé pro H. diminuta slouZzi
bezobratli Zivo¢ichove, nejcastéji brouci z rodti Tenebrio a Tribolium. Pti této praci byl
jako mezihostitel pouzit potemnik moucny (7enebrio molitor). Definitivnim hostitelem
jsou primarné hlodavci, napiiklad bézné se vyskytujici potkan obecny (Rattus
norvegicus), ale mize se jim stat i clovék (viz Obr. 2) (Bogitsh et al., 2005; Yang et al.,

2017).

Gravidni proglotidy vyplnéné vaji¢ky se oddéluji od terminalniho konce dospélé
tasemnice a jsou vylucovany spolecné s obsahem intestindlniho traktu hostitele.
K nakazeni mezihostitele dochazi po pozieni takto vylouceného vajicka. V travicim
traktu mezihostitele dojde k vylihnuti vajicka v larvu (onkosféru). Larva nasledné pomoci
hackl a sekretl z penetracni Zlazy projde z traviciho traktu do dutiny zvané hemocoel,
kde se vyvine do stadia cysticerkoidu. Cysticerkoid je vybaven pln€ vyvinutym skolexem,

ktery je obklopen n¢kolika vrstvami tkan¢ s hacky na povrchu. Jakmile se infikovany
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mezihostitel dostane do téla hostitele, dojde v tenkém stievé k uvolnéni cysticerkoidu.
Nasledné dojde k rozruseni vrstev tkdné, které obklopovaly skolex a k pfichyceni ke sténé
tenkého stfeva hostitele. Jedinec zacina riist a pohlavné dozravat. Pohlavné dospélym se
stava za 25 dni a zivotni cyklus se opét uzavird vylu¢ovanim gravidnich proglotid, které

obsahuji vajicka, ven z t¢la hostitele (Bogitsh et al., 2005).

Az Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Oncospheres hatch and
penetrate intestinal wall

0 Cysticerci in body cavity
of insect ingested by
rodent or human

9 Ingested by an anhropod o.ﬁdu[is in small intestine

intermediate host

Eggs passed in feces e gravid proglottids

Obr. 2 Zivotni cyklus Hymenolepis diminuta. Modifikovano dle: Centers for Disease Control and

Prevention (2017)

3.1.4 Hymenolepioza

Hymenolepi6za je onemocnéni zptsobené tasemnici détskou (Hymenolepis nana)
nebo H. diminuta. Jedné se o zoondzu, tedy infekei pfenosnou ze zvitat na lidi. Vyskytuje
se globaln¢, ale endemickymi oblastmi jsou zejména Asie, jizni a vychodni Evropa, jizni

a stfedni Amerika a Afrika. Pfi¢inou vétSiny hymenolepidz u ¢lovéka je H. nana, ale

vyskytuji se i ptipady zptisobené H. diminuta. Pro porovnani H. nana byla identifikovana
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jako pfi¢ina hymenolepidzy u vice nez 175 miliént ptipadd, oproti tomu H. diminuta

pouze u nékolika stovek infekei (Yang et al., 2017).

Lidé se mohou nakazit pozfenim infikovaného potemnika mouc¢ného, ktery se
nachdzel naptiklad v ceredliich, obilovinach, suSeném ovoci a dalSich podobnych
potravinach. Nejcastéji se infekce objevuje u déti. Onemocnéni byva bezptiznakové, nebo
se muze projevit piiznaky jako bolest bficha, prijem, nechutenstvi, abdominalni kiece

a svédeéni ktize (Bogitsh et al., 2005; Karuna and Khadanga, 2013; Yang et al., 2017).

Vajicka H. diminuta maji kulovity tvar a dvé tenké a hladké membrany. Vajicka
H. nana jsou ovalna, maji také dv€ membrany, pfiCemZ vnitini membrana ma dvé
charakteristicka siln€j$i mista na pdlech. Tyto rozdily jsou vyuzivany pti mikroskopické

identifikaci vajicek (Karuna and Khadanga, 2013; Sreedevi et al., 2015).

3.1.5 DalSi onemocnéni zpiisobené tasemnicemi

Mezi dal$i onemocnéni zplisobené tasemnicemi patii napiiklad tenidza, zptisobena
tasemnici bezbrannou (7Taenia saginata) ¢i tasemnici dlouhoclennou (7aenia solium).
Mezihostitelem je hovézi dobytek v ptipadé T. saginata a vepiovy dobytek u 7. solium.
K infikaci mezihostitele dochdzi po pozieni onkosféry, kterd penetruje skrz sténu
traviciho traktu do svalové tkang, kde se vyvine v cysticerkoid. K infikaci ¢lovéka
dochazi pozfenim nedostatené tepelné upraveného ¢i syrového masa, které obsahovalo
cysticerkoid. Dospélci obou téchto tasemnic parazituji v tenkém stfevé cloveka,
onemocnéni je prevazné asymptomatické, mize se projevit abdomindlnim dyskomfortem
¢1 ztratou vahy. Pokud dojde u Cloveka k ingesci onkosféry, mtze nésledovat i1 tvorba
larvélniho stadia v riznych oblastech lidského téla, naptiklad v podkoZi, svalech

¢i centralnim nervovém systému (Bogitsh et al., 2005; Okello and Thomas, 2017).

Hydatidéza neboli echinokokéza také patii mezi onemocnéni zplisobené
tasemnicemi. Onemocnéni je zpisobeno méchozilem zhoubnym (Echinococcus
granulosus), ktery zpusobuje cystickou echinokokézu, nebo méchozilem bublinatym
(Echinococus multilocularis), ktery zptisobuje alveolarni echinokoko6zu. Dospélci téchto
tasemnic méti pouze 2 az 8 mm a jedna se o jedny z nejmensich zastupct z tiidy tasemnic.

Dospélci  ziji vtenkém stfevé psovitych, pfrilezitostné 1 kockovitych Selem.
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Mezihostitelem E. granulosus je obvykle ovce, ale mohou se jim stat i piezvykavci nebo
veprovy dobytek. Mezihostitelem pro E. multilocularis jsou hlodavci. Clovék neni
definitivnim hostitelem, ale mlze figurovat jako mezihostitel. Obvykle se nakazi
pii kontaktu s infikovanym psem, nebo z potravy kontaminované exkrementy psovitych
Selem. Onkosféra po pozieni pronikne skrz sténu intestindlniho traktu clovéka a nasledné
vytvori cystu, nejcastéji v jatrech, plicich, svalech, mozku, ledvinach. Cysty rostou velice

pomalu, ale mohou zptisobit vazné zdravotni problémy (Bogitsh et al., 2005).
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3.2 Anthelmintika vyuZivana k terapii cestod6z

Anthelmintika jsou skupinou 1éCiv pro terapii helmintéz, coz jsou infekcni
choroby zptsobené parazitickymi Cervy s vyskytem u zvitat i ¢lovéka. Tato onemocnéni
jsou vyvolavany zastupci tfech tfid parazitickych cervi, tfidou tasemnice (Cestoda),
motolice (Trematoda) a hlistice (Nematoda). Podle ucCinnosti anthelmintik
proti jednotlivym tfiddm délime anthelmintika na antinematoda, antitrematoda
a anticestoda. Mnoho anthelmintik ma soucasné Gc¢inky proti vice tfidam parazitickych
cervi (Lamka and Duchacek, 2014). Mezi anticestoda fadime zastupce ze skupiny

benzimidazolt, niklosamid a prazikvantel (PZQ), kterym je vénovana nasledujici cast.

3.2.1 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazolova anthelmintika (BZD) jsou skupinou S$iroce pouzivanych lé¢iv
ve veterinarni 1 huméanni medicin€. V roce 1960 byl objeven thiabendazol, jako prvni
1é¢iva latka této skupiny (viz Obr. 3). Thiabendazol vykazuje aktivitu vici tfidé
Nematoda, jeho G¢inek je v§ak pomérné kratkodoby. U ¢lovéka dochazi k jeho pfeméné
na 5-hydroxythiabendazol, nasledné¢ je tento metabolit konjugovan s kyselinou
glukuronovou a vyloucen z organismu. Z tohoto diivodu byly dalsi latky této skupiny
odvozeny substituci v poloze 5 benzimidazolového jadra. Vznikl tak flubendazol,
mebendazol (MBZ) a oxibendazol s aktivitou proti ttidam Nematoda a Cestoda, a dale
albendazol (ABZ), fenbendazol a jeho prolécivo febantel, které jsou G€inné proti vSem
ttem tfidam parazitickych ¢ervli (Ekman et al., 2014; Hartl et al., 2012; Jaeger and
Carvalho-Costa, 2017; Lamka and Duchécek, 2014).

Obr. 3 Strukturni vzorec thiabendazolu. Pievzato z: wikimedia (2009)
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Mechanismus uc¢inku BZD spociva v inhibici polymerace B-tubulinu, ktery spole¢né
s a-tubulinem tvofi hlavni slozku mikrotubulti (Jaeger and Carvalho-Costa, 2017; Rang
et al.,, 2016). Mikrotubuly jsou soucasti bunécného cytoskeletu, ktery se podili
na vnitrobunécném transportu organel a pomaha udrzet tvar a organizaci bunky (Milo$
Langmeier a kolektiv, 2009). Zasah do tvorby mikrotubuli se projevi poSkozenim
funk¢nosti celé buiiky. Diky vysoké afinité k parazitarnimu B-tubulinu oproti B-tubulinu
bunék hostitelského organizmu je zabranéno toxickému u¢inku na hostitelsky organizmus
(Jaeger and Carvalho-Costa, 2017; Lamka and Duchacek, 2014). ABZ a MBZ také
blokuji piijem glukozy a tvorbu glykogenu a ATP (Hartl et al., 2012).

Mezi nezadouci U¢inky BZD jsou zafazeny pievazné gastrointestindlni obtize,
naptiklad prijem, nauzea, zvraceni a abdomindlni bolest. U MBZ se dale mohou
vyskytnou hypersenzitivni ¢i kozni alergické reakce. Pti terapii ABZ se mohou objevit
bolesti hlavy, inava, zavrate, nespavost, horecka a alopecie. ABZ i MBZ neni doporuc¢eno
podavat détem mladSim 2 let z divodu nedostatku zkuSenosti. Zaroven je doporuceno
vyhnout se podavani téchto latek t€hotnym Zenam, na zaklad¢ prokazani teratogenniho
ucinku MBZ u mysi a nedostatku dalSich informaci o bezpecnosti podavani v t€hotenstvi
(Katzung et al., 2012; Rang et al., 2016). U zvitat je kontraindikovano podavani nékterym
laktujicim prezvykavcim s produkei pro lidsky konzum a také samicim v biezosti,

z ditvodu negativniho ovlivnéni ranych stadii plodu (Lamka and Duchacek, 2014).

V Ceské republice je nyni pro humanni uZiti registrovany pouze 1é&ivy pfipravek
VERMOX 100 mg tableta s €innou latkou MBZ. Lécivy ptipravek s ti¢innou latkou
ABZ u nas v soucasné dobé¢ registrovany neni, ale napiiklad na Slovensku ano. Jedna se
o léCivy pripravek ZENTEL, bud’ ve formé tablety s obsahem ABZ 400 mg nebo jako
peroralni suspenze 20 m1/400 mg (SUKL, 2018; SUKL, 2018).

Pro veterinarni uziti jsou v Ceské republice aktudlné registrované tfi veterinarni
1é¢ivé ptipravky s ucinnou latkou ABZ. A to ALBEX 10% peroralni suspenze, ALDIFAL
peroralni suspenze v sile 25 mg/ml a 100 mg/ml a ALDIVERM peroralni suspenze 100
mg/ml. Indika¢ni skupinou téchto ptipravku jsou ovce a skot. S u¢innou latkou MBZ jsou
v Ceské republice registrované dva veterinarni 1é¢ivé piipravky, a to RAFENDAZOL
prasek pro aplikaci do krmiva a RAFENDAZOL PREMIX pro medikaci krmiva. Oba dva
piipravky jsou uréené pro sparkatou zvét (USKVBL, 2017).
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Albendazol

ABZ je uCinny proti vSem tfem tifidam parazitickych cervii, proti dospélcim,
vyvojovym stadiim i vajickim (Katzung et al., 2012). Po podani je u savct rychle
oxidovan na aktivni metabolit ABZ-sulfoxid (ABZ.SO), ktery je nasledn¢ v jatrech
metabolizovan na inaktivni formu ABZ-sulfon (ABZ.SO;) (Ceballos et al., 2018;
Mkupasi et al., 2013). Chemicky se jedné o methyl-N-[5-(propylsulfanyl)-1H-
benzimidazol-2-yl]karbamat (viz Obr. 4) (Hartl et al., 2012).

Obr. 4 Strukturni vzorec albendazolu. Prevzato z: wikipedia (2011)

Absorpce ABZ z gastrointestinalniho traktu je ovlivnéna potravou. Zpravidla
vy$§i absorpce nastavd, pokud je ABZ podan spolené s jidlem, nejlépe s jidlem
obsahujicim vysoky podil tukl. K nizsi absorpci ABZ dochazi, pokud je podan nalacno.
Tohoto faktu se také vyuziva pfi terapii, v zavislosti na infekci gastrointestinalni ¢i

tkanové (Katzung et al., 2012; Rang et al., 2016).

ABZ je prvni volbou pii terapii lidskych onemocnéni zpisobenych méchozilem
zhoubnym (E. granulosus), méchozilem bublinatym (E. multilocularis) a tasemnici
dlouho€lennou (7. solium), kteii patii do tfidy Cestoda. Dale je pouzZivan k terapii
onemocnéni zplsobenych zastupci tfidy Nematoda, napiiklad Skrkavkou détskou
(Ascaris lumbricoides) nebo méchovcem lidskym (Ancylostoma duodenale). Uplatituje
se 1 v terapii onemocnéni zpusobenych zastupci ttidy Trematoda, napiiklad motolici

zlucovou (Clonorchis sinensis) (Katzung et al. 2012) .

Dévkovani ABZ je rizné podle toho, o jakou infekci se jedna. Naptiklad pti 1é€be

vvvvv

stejnou davku podavat 2-3 dny. Oproti tomu v pfipad¢ echinokokdzy je nutné uzivat

400 mg ABZ dvakrat denné spolecné s jidlem po dobu jednoho mésice nebo i déle

21



(Katzung et al., 2012). V ptipad¢ veterinarniho uziti je doporucena davka 5-10 mg/kg

v zavislosti na druhu a konkrétni infekci (Mkupasi et al., 2013).

BZD mohou byt metabolizovany také pomoci enzymatického systému nékterych
helmintt (Bartikova et al., 2012). To mlze snizit G¢inky terapie a také ptispét ke vzniku
rezistence helmint (Vokial et al., 2013). Konkrétné u H. diminuta, kterd byla pro tuto
praci pouzita, k metabolismu ABZ nedochazi. Ale naptiklad u tasemnice ov¢i (Moniezia
expansa, Cestoda) nebo vlasovky slezové (Haemonchus contortus, Nematoda) byl
prokazan vznik oxidovanych metabolitt ABZ. K oxidacnimu metabolismu xenobiotik
u helminti pravdépodobné slouzi enzymy s primarné antioxida¢nimi ucinky jako je
napiiklad SOD, CAT, Px. Protoze aktivita oxida¢niho systému cytochromu P450 a také
flavinovych monooxygenas je u vétSiny helminth velice nizkd. U H. contortus byl také
objeven vznik tii konjugovanych metaboliti ABZ s glukozou (Bartikova et al., 2012;

Prchal et al., 2014; Vokial et al., 2013).

Mebendazol

MBZ, dalsi zastupce skupiny BZD, uinny proti tfiddm Cestoda a Nematoda.
Chemicky se jedna o methyl-N-(5-benzoyl-1H-benzimidazol-2-yl)karbamat (viz Obr. 5)
(Hartl et al., 2012).

Obr. 5 Strukturni vzorec mebendazolu. Pievzato z: wikipedia (2008)

Stejné€ jako u ABZ je absorpce MBZ vyssi, pokud je podan spole¢né s tuénym
jidlem. Po vstiebani MBZ podléhd vysokému first pass efektu a je pfeménén na inaktivni
molekuly, které jsou nasledné konjugovany a vylouceny z téla hostitele (Katzung et al.,
2012). Jednim z hlavnich metabolitli prvni faze biotransformace u savcti je amino-MBZ,

ktery vznikd z MBZ hydrolyzou karbamatové skupiny. V mensi mife se vyskytuje také
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redukovany MBZ (MBZ-R). Konjugované metabolity MBZ druhé¢ faze biotransformace

bohuzel u savcli nebyly dostatecné popsany (Matouskova et al., 2016).

Narozdil od ABZ je H. diminuta schopna MBZ metabolizovat, dochazi k redukci
karbonylové skupiny za vzniku MBZ-R (Bartikova et al., 2012). MBZ-R vzniké také
napiiklad u tasemnice ov¢i (M. expansa, Cestoda) ¢i motolice velké (Fascioloides magna,

Trematoda) (Matouskova et al., 2016; Prchal et al., 2014).

Mezi konkrétni zastupce tiidy Cestoda citlivé na terapii MBZ patii tasemnice
bezbranna (Taenia saginata). Dale je MBZ uc¢inny proti zastupciim ttidy Nematoda, a to
naptiklad proti roupu détskému (Enterobius vermicularis), svalovci stoéenému
(Trichinella spiralis), Skrkavce détské (Ascaris lumbricoides) nebo tenkohlavei lidskému

(Trichuris trichiura) (Katzung et al., 2012).

3.2.2 Prazikvantel

PZQ je anthelmintikum s u¢inkem proti zastupcum tiid Cestoda a Trematoda.
Chemicky se jednd o (RS)-2-cyklohexylkarbonyl-1,2,3,6,7,11b-hexahydro-4H-
pyrazino[2,1-a]isochinolin-4-on (viz Obr. 6) (Hartl et al. 2012).

Y
N
Obr. 6 Strukturni vzorec prazikvantelu. Pfevzato z: wikipedia (2007)

Podstatou mechanismu ucinku je vazba na § podjednotku napétove fizeného kanalu
pro vapenaté ionty s naslednym influxem vépenatych ionti a spastickou paralyzou
helminta. PZQ také ovliviiuje tegument, kde odkryva antigeny parazita a tim dava podnét

imunitnimu systému hostitele k zah4jeni obrannych mechanismti (Neal, 2015; Rang et
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al., 2016). Absorpce PZQ je po perordlnim podani vysoka. Metabolickou pfeménou
molekuly PZQ vznikaji hydroxy-derivaty, které jsou inaktivni. PZQ nema ovocidni

ucinky (Katzung et al., 2012).

Prvni volbou je PZQ napiiklad u onemocnéni zplsobenych krevnickou stfevni
(Schistosoma mansoni), krevniCkou mocovou (Schistosoma haematobium) ¢i motolici
zlucovou (Clonorchis sinensis) jako zastupct tfidy Trematoda. Dale se pouziva
pro terapii onemocnéni zpusobenych zastupci tifidy Cestoda, napiiklad H. nana,
tasemnici bezbrannou (7. saginata), Skulovcem Sirokym (Diphyllobothrium latum)

nebo tasemnici dlouhoc¢lennou (7. solium) (Katzung et al., 2012).

3.2.3 Niklosamid

Niklosamid (5-chlor-N-(2-chlor-4-nitrofenyl)-2-hydroxybenzamid) (viz Obr. 7), je
anthelmintikum ze skupiny halogenovanych fenolii. Pfedpokladé se, Ze mechanismem
ucinku je interakce kyselé¢ fenolické skupiny niklosamidu s bazickymi skupinami
proteini a nésledné naruseni oxidativni fosforylace helminta. Dale se predpoklada, Ze
niklosamid stimuluje ATPazovou aktivitu parazita. Ke vstfebavani niklosamidu
z gastrointestinalniho traktu dochazi jen ve velmi malé mire (Hartl et al., 2012; Katzung

et al., 2012).

Niklosamid vykazuje anthelmintickou aktivitu pouze proti dospélctim tiid Cestoda
a Trematoda. Ze ttidy Cestoda se jednd o zastupce 7. saginata, T. solium,
Diphyllobothrium latum, H. nana a H. diminuta. Mezi citlivé zastupce ttidy Trematoda
fadime velkou stfevni motolici (Fasciolopsis buski) a malou stfevni motolici

(Heterophyes heterophyes) (Katzung et al., 2012; Rang et al., 2016).

H Cl

O~_N

HO
NO»

Cl

Obr. 7 Strukturni vzorec niklosamidu. Pfevzato z: Pan et al. (2012)
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3.3 Biotransformacni enzymy

Kazdy zivy organismus pfichazi do kontaktu s cizorodymi latkami, které pro n¢ho
predstavuji potencionalni riziko. Biotransformacéni enzymy a transportni proteiny jsou
jedny ze zékladnich mechanismil, které organismus pfed timto potencionalné skodlivym
vlivem chrani. Biotransformacni enzymy katalyzuji premény chemické struktury
xenobiotik s cilem omezit distribuci do dalSich organti ¢i tkdni, omezit interakce
s biomakromolekulami a wusnadnit eliminaci xenobiotika. Transportni proteiny se
nachdzeji v bunéénych membranach a jejich ¢innosti jsou xenobiotika nebo jejich

metabolity aktivné odstraniovana z lumen buniky (Skalova et al., 2011).

Biotransformacéni reakce xenobiotik probihaji ve dvou fazich, reakce prvni faze
vedou ke zvyseni polarity latky. Jedna se o reakce oxida¢ni, reduk¢ni, hydrolytické a také
o izomerizaci a hydrataci. Vzniklé metabolity se dale konjuguji s endogennimi latkami,
napiiklad s kyselinou glukuronovou, glutathionem, aminokyselinami. Z dalSich
konjugacnich reakci Ize zminit sulfonaci, metylaci a acetylaci. Konjugac¢ni reakce tvoii
druhou fazi biotransformace xenobiotik. Konjugace vyzaduje dodani energie, proto
endogenni latky, které slouZi jako konjugacni cinidla musi byt aktivovany vazbou

s makroergnim kofaktorem (Ledvina et al., 2009; Skalova et al., 2011).

Metabolismus anthelmintik u helminti se 1i8i nejen od savéiho metabolismu, ale jsou
také patrné rozdily mezi jednotlivymi tfidami a zastupci. Helminti se mohou liSit
v zastoupeni 1 aktivité jednotlivych xenobiotika metabolizujicich enzymii. Jako piiklad
muze slouzit vznik odlisnych metabolitd po podani flubendazolu. U motolice kopinaté
(Dicrocoelium dendriticum, Trematoda) byl prokdzan vznik metabolitu s redukovanou
karbonylovou skupinou a dvou riznych methyl-konjugatt, které vznikly pravdépodobné
¢innosti methyltransferasy. Oproti tomu u vlasovky slezové (H. contortus, Nematoda) byl
prokazan vznik stejného redukovaného metabolitu flubendazolu a déle vznik dvou

riznych konjugati s glukosou (Matouskova et al., 2016).

Naésledujici ¢ast bude zaméfena predevSim na konkrétni biotransformacéni enzymy,

u kterych byl v ramci této prace stanoven vliv ABZ na jejich aktivitu.
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3.3.1 Reduktasy

O studium reduk¢nich enzymt byl projeven zéjem po identifikaci karbonylreduktas,
které hraji vyznamnou roli v pfeméné nékterych xenobiotik a endogennich steroidi
(Skélova et al., 2011). Reduktasy katalyzuji redukéni reakce mnoha funkénich skupin, ale
dale se budu vénovat pouze reduktasam aldehydu a ketonti, protoze do této skupiny nalezi
reduktasy, které byly v ramci této prace zkoumany. Reduktasy aldehydi a ketont jsou
rozdéleny do tfi nadrodin. Prvni nadrodinu tvofi aldo-ketoreduktasy (AKR), druhou
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR) a tfeti rodina se sklada
z dehydrogenas/reduktas se sttedn¢ dlouhym fetézcem (MDR) (Skalova et al., 2011).

Nadrodiny SDR a MDR se lisi v délce aminokyselinového fetézce. Retézce SDR jsou
sloZzené pfiblizné¢ z 250 aminokyselinovych zbytk, MDR potom z pfiblizné
350 aminokyselinovych zbytki. Dal$im rozdilem je zavislost funkce MDR

na pfitomnosti kovu, protoze se jedna o metaloproteiny (Eklund and Ramaswamy, 2008).

Reduktasy hraji u helminti diileZitou roli v metabolismu xenobiotik. U fady zastupcii
byl prokazan vznik redukovanych metabolitli anthelmintik. Soucasné byla prokazana
indukce téchto enzymt vlivem anthelmintik. Naptiklad u H. contortus byla zjisténa vyssi

aktivita reduktas po vystaveni flubendazolu (Matouskova et al., 2016).

3.3.1.1 Aldo-ketoreduktasy

AKR jsou cytosolické enzymy, které¢ katalyzuji redukéni 1 oxidacni reakce, ptfi¢emz
prevladaji reakce redukcéni. Dochazi k redukci karbonylové skupiny na primarni
¢i sekundarni hydroxylovou skupinu. Pro reduk¢ni reakci je nezbytna piitomnost
redukovaného kofaktoru NADPH. Spektrum substratl je velmi Siroké, zahrnuje jak
alifatické, tak aromatické aldehydy 1 ketony, prostaglandiny, steroidy, monosacharidy
a fadu xenobiotik (Mindnich and Penning, 2009; Skalova et al., 2011). Celkov¢ se jedna
o vice jak 150 enzymi, které¢ pochazi z riznych organismii (Mindnich and Penning,

2009).

Isoforma 1A1 neboli aldehydreduktasa je jednou zprvnich popsanych AKR,

vyskytuje se hojné ve vSech tkanich a vykazuje nizkou substratovou specifitu. Katalyzuje
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reakce substratli s negativné nabitym karboxylem, ale také aromatickych, steroidnich

i malych tffuhlikatych aldehydt (Skéalova et al., 2011).

Podrodina AKRI1C zahrnuje celkem CcCtyfi enzymy AKRI1C1-4, jednd se
o hydroxysteroiddehydrogenasy. Enzymy této podrodiny hraji zasadni roli
v metabolismu androgenli a estrogend. Svou Cinnosti se mohou mimo jiné podilet
1 na vzniku a progresi androgen/estrogen — dependentnich onemocnéni, jako je naptiklad

benigni hyperplazie prostaty (Mindnich and Penning, 2009; Skalova et al., 2011).

3.3.1.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

Nadrodina SDR je nejrozsahlejsi skupinou enzymi s vice nez 160 000 cleny
rozdélenymi do 47 rodin. Enzymy maji spolecné strukturni rysy, jako vazebné misto
pro kofaktor nebo katalytickou tetradu, ale jinak je jejich celkovd podobnost nizsi
nez 20-30 %. Pro funkci je nezbytna pfitomnost kofaktoru NADPH. V organismu SDR
plni pfevazné fyziologické funkce, ale podileji se 1 na metabolismu xenobiotik, kde

nejvetsi roli hraji karbonylreduktasy (CBR) 1 a 3 (Skélova et al., 2011).

V ramci této prace byla stanovena aktivita CBR pomoci menadionu. Jsou zndmy dvé
isoformy, a to CBR1 (SDR21C1) a CBR3 (SDR21C2), které se liSi v substratové
specifité. Oba tyto enzymy se vyskytuji v cytosolu. CBR1 katalyzuje redukce mnoha
endogennich i xenobiotickych ketonti a chinonll. Z xenobiotickych substrati se jedna
konkrétné o p-chinony, kterym je i pro stanoveni pouZzity menadion, a také o-chinony.
CBR3 byla objevena pozdéji, katalyzuje redukce nekterych o-chinonil a vykazuje vyssi
substratovou specifitu. OdliSnost v substratové specifité je dana rozdilnosti aktivnich mist

a vlastnosti povrchii enzymt (Skéalova et al., 2011).

3.3.2 Enzymy s antioxida¢ni funkci

Vétsina organismil ma vyvinuté antioxida¢ni mechanismy, kterymi se brani viici
oxida¢nimu stresu. Antioxida¢ni reakce mohou byt katalyzované enzymy, nebo mohou
probihat bez pfitomnosti enzymi, za vyuziti malych molekul antioxidantl, naptiklad

kyseliny askorbové ¢i vitaminu E (Huang et al., 2012).
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Kli¢ovou roli v metabolismu xenobiotik 1 eobiotik hraje u vétSiny organismu
nadrodina hemoproteinti cytochromti P450 (CYP), které katalyzuji oxidaéni a redukéni
reakce (Skélova et al., 2011). U helmint neni oxidacni metabolismus tak rozvinuty jako
u ostatnich druhti. Aktivita CYP byla prokézana pouze u nékterych zastupcti helminta,
napiiklad u larvélnich stadii H. contortus (Laing et al., 2015). Geny pro expresi CYP byly
nalezeny i u nékterych dalSich helmintd, mezi které patii také 7. solium a E. granulosus.
Ptestoze je aktivita CYP u vétSiny helmint nizka nebo vitbec zadna, byl u nich prokazan
vznik oxidovanych metaboliti xenobiotik. Soucasn¢ byly také u helminti stanoveny
aktivity antioxidacnich enzymt, a ptedpoklada se, ze oxidacni reakce xenobiotik mohou
byt katalyzovany pravé antioxida¢nimi enzymy. Jako ptiklad mtze slouzit M. expansa,
u které byl objeven oxidovany metabolit ABZ.SO, byla prok4zana aktivita antioxidacnich
enzyml a zaroveil nebyla prokdzana Zadnd aktivita CYP nebo flavinovych

monooxygenas (Prchal et al., 2014).

3.3.2.1 Thioredoxin-glutathionreduktasa

VétSina organismil disponuje dvéma hlavnimi mechanismy pro udrzeni redoxni
homeostdzy a obranu proti oxida¢nimu stresu. Prvni z téchto mechanismt je zavisly
na pfeméné redukovaného glutathionu (GSH) na oxidovany glutathion (GSSG), ktery je
nasledné recyklovany pomoci NADPH. U savct je tento mechanismus charakteristicky
pro enzym glutathionreduktasu (GR). Druhy mechanismus je zavisly na pfitomnosti
thioredoxinu, kofaktoru NADPH a ¢innosti thioredoxinreduktasy (TxR) (Prast-Nielsen et
al., 2011). Tyto enzymy maji rGzné i zéroven se prekryvajici funkce, coz umoziuje

pfipadné zastoupeni pfi dysfunkci jednoho z nich (Bonilla et al., 2008).

Pro plosténce je charakteristickd thioredoxin-glutathionreduktasa (TGR), ktera
v podstaté spojuje aktivity GR a TxR v jednom enzymu. TGR je sloZzena ze dvou domén,
znichz prvni ma  aktivitu  glutathionreduktasovou a  druhd  doména
thioredoxinreduktasovou. Na C-konci aminokyselinového fetézce TGR se nachazi
redoxni centrum se selenocysteinem, na kterém jsou zavislé ob¢ aktivity tohoto enzymu
(Bonilla et al., 2008). V ramci této prace byla stanovena pouze glutathionreduktasova

aktivita enzymu TGR.
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3.3.2.2 Katalasa

Katalasa (CAT) je antioxida¢ni enzym, ktery se skladd ze Ctyi identickych
podjednotek. Kazda z téchto podjednotek je tvofena jednim polypeptidovym fetézcem
asociovanym s prostetickou skupinou, kterou je protoporfyrin s navazanym Zzelezem
tzv. hem (Becker et al., 2007; Pal et al., 2014). Cinnosti CAT je rozkladan peroxid vodiku
na molekulu vody a kysliku. Reakce probiha jako redoxni ptenos dvou elektroni (Dash

and Phillips, 2012).

3.3.2.3 Superoxid dismutasa

Superoxid dismutasa (SOD) katalyzuje preménu superoxidového anionu (O2)
na peroxid vodiku, tato pfeména se také nazyva dismutace. Mechanismus dismutace
zahrnuje redukei a reoxidaci kovu, ktery se nachazi v aktivnim misté enzymu (Fukai and
Ushio-Fukai, 2011). V zavislosti na kovu, vdzaném v aktivhim misté¢ enzymu, existuji
dva rizné typy SOD. Prvnim typem jsou SOD, které obsahuji ve své struktuie zinek
ameéd. A druhy typ SOD v aktivnim misté obsahuji mangan a zelezo. Podle vyskytu jsou
SOD d¢leny na cytosolické s oznacenim SOD-1, mitochondridlni SOD-2 a extracelularni
SOD-3 (Huang et al.,, 2012). Cytosolické SOD-1 se vyskytuje jako homodimer.
Mitochondrialni SOD-2 se nachazi v matrix ve formé homotetrameru a ucastni se
dismutace O;’, vzniklého ¢innosti dychaciho fetézce. Extracelularni typ SOD-3 se
vyskytuje ve formé homotetrameru, a to konkrétné dvou dimert spojenych disulfidickym

mustkem (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).

3.3.2.4 Peroxidasa

Peroxidasa (Px) patii k nejvyznamnéjSim enzymovym antioxidantim. Hlavni
funkei Px je odstranéni toxického peroxidu vodiku ¢i jinych organickych hydroperoxidi
(Skalova et al., 2011). Déle je Px schopna katalyzovat oxida¢ni reakce xenobiotik, tyto
reakce probihaji v pfitomnosti peroxidu vodiku, ktery zde slouzi jako elektronovy

akceptor (Falade et al., 2017).
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Pritomnost Px byla prokdzéna u riznych druhGt organismt. Jednd se
o hemoproteiny, které ve své struktuie obsahuji jako prostetickou skupinu protoporfyrin
IX (Falade et al., 2017; Skalova et al., 2011). Vyskytuji se v monomerni, dimerni
a tetramerni forme. Rizné isoformy Px maji odlisSnou specifitu k jednotlivym substratim,
lisi se v celkové kinetice redoxni reakce a sdili podobné strukturni a funkéni rysy (Khan

etal., 2014).

3.3.3 Konjugacni enzymy

Konjugaéni enzymy katalyzuji konjugacni reakce metaboliti vzniklych reakcemi
prvni faze biotransformace s endogennimi molekulami. Produktem reakci jsou konjugaty,
které jsou vice hydrofilni, snadnéji eliminovatelné, méné toxické a také maji nizsi
biologickou aktivitu. Konjugacni reakce katalyzuji transferasy, které se nejcastéji
vyskytuji v cytosolu a mikrosomech. Hydrofilni vlastnosti konjugati znacné omezuji
moznost pasivni difize, proto jsou pro prenos konjugiti ven z buiiky nezbytné
transportni membranové proteiny. Aktivitou a afinitou téchto transportnich proteint je
ovlivnéna rychlost eliminace konjugati. Konjuga¢nim reakcim kromé xenobiotik
podléhaji také endogenni molekuly s vyraznou biologickou aktivitou, mezi které patii

napiiklad hormony, cholesterol a zlu¢ové kyseliny (Skalova et al., 2011).

Konjugaénich reakci je znamo né€kolik typt. O tom, ktera konjuga¢ni reakce bude
u dané slouceniny probihat rozhoduje jeji struktura, zejména ptitomnost funk¢nich skupin
a také prostorové uspofadani a elektronové vlastnosti. Xenobiotikum ¢asto podléha vice
typim konjugacnich reakci. Koncentrace vzniklych konjugéiti se mnohou ménit
v zavislosti na koncentraci xenobiotika, kapacit¢ konjugacniho enzymu a afinité
k danému substratu. U jednotlivych druhil organismil existuji velké rozdily v zastoupeni
1 aktivité jednotlivych konjugacnich enzymd, proto se mizeme u riiznych organismu

setkat s riznymi konjugaty téhoz xenobiotika (Skalova et al., 2011).
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3.3.3.1 Glutathion-S-transferasa

Glutathion-S-transferasy  (GST) katalyzuji  konjugacni  reakce  substrati
s redukovanym glutathionem (GSH). GST jsou rozd¢leny do tfi nadrodin, podle toho, zda
se enzymy nachazeji v cytosolu, mikrosomech ¢i mitochondriich. Nejvétsi je nadrodina
cytosolicka (Hollman et al., 2016). GST jsou dimerni enzymy, mohou byt homodimerni
1 heterodimerni. Kazda podjednotka obsahuje misto na N-konci aminokyselinového
fetézce, kde je navazdn GSH a na C-konci misto, kam se vaze substrat (Dong et al., 2016).
GSH je v organismu syntetizovan z aminokyselin glycinu, glutamatu a cysteinu ve dvou

po sobé¢ jdoucich reakcich (Skalova et al., 2011).

U helmintt jsou GST velmi diilezitymi enzymy, ucastni se detoxifikac¢nich reaket,
zejména metabolismu lipidovych hydroperoxidil a reaktivnich karbonylovych slouc¢enin
vzniklych oxidacnim stresem. GST helmintl jsou schopné vazat Siroké spektrum
xenobiotik, vcetné anthelmintik. Dosud vSak u helminti nebyl prokdzan vznik
konjugovanych metaboliti anthelmintik s glutathionem. Proto mohou GST u helmintt
slouzit spiSe jako proteiny vazajici xenobiotika nez metabolizujici enzymy. Schopnost
GST vazat anthelmintika mizZe pfispét ke snizeni Gi€inku na zéklad¢ pasivni detoxifikace

(Brophy and Barrett, 1990; Matouskov4 et al., 2016).

3.3.3.2 UDP-glykosyltransferasy

eey

Enzymy nadrodiny UDP-glykosyltransferas byly nalezeny u vSech Zijicich
organismt, vcetn¢ rostlin, bakterii a virt. Katalyzuji konjugaci glykosylu se substratem
reakce. Jako konjugaéni c¢inidlo mohou slouZit riizné aktivované monosacharidy,
napiiklad UDP-galaktosa, UDP-glukosa, UDP-glukuronova kyselina nebo UDP-xylosa.
Konjugace s UDP-glukuronovou kyselinou je velice ¢astd u savci. UDP-glukosa je

potom Castéji vyuzivana pro konjugacni reakce u rostlin a hmyzu (Huang et al., 2008).

Konjugacni reakce s UDP-glukosou jsou charakteristické také pro helminty
(Nematoda). Jevi se jako exkluzivni deaktivacni cesta benzimidazolovych anthelmintik,
ktera je také spojovana se vznikem rezistence u helmint v souvislosti s indukci téchto

enzyml. Dukazem muze byt prokazany vznik vétstho mnozstvi konjugovanych
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metaboliti ABZ a flubendazolu s glukosou u rezistentniho kmene H. contortus, oproti

kmeni citlivému (Matouskova et al., 2016).

V ramci této prace jsme se zaméfili na aktivitu UDP-glukuronosyltransferasy
(UGT), pro kterou jako konjugacni ¢inidlo slouzi UDP-glukuronové kyselina (UDP-GA).
A také na aktivitu UDP-glukosyltransferasy (UGIcT), ktera katalyzuje konjugacni reakce
substratu s UDP-glukosou (UDP-Glc).

Reakce, které katalyzuji UGT se také nazyvaji glukuronidace a jsou hlavni
metabolickou cestu druhé faze biotransformace, substraitem mohou byt endogenni latky
1 xenobiotika (Knights et al., 2013). Mezi endogenni latky, které se konjuguji s kyselinou
glukuronovou patii naptiklad bilirubin a estradiol (Hong et al., 2017).

UDP-GA vznikd oxidaci UDP-Glc, tato reakce je katalyzovand enzymem
UDP-glukosadehydrogenasou a probihd v cytosolu. Nésledné dochéazi k transportu
UDP-GA do endoplazmatického retikula, protoze UGT jsou membranové enzymy
hladkého endoplasmatického retikula orientované do lumen. Transport probiha
pravdépodobné jako antiport s UDP. Pro ¢innost systému je dale potiebny transportér
konjugatu z lumen endoplasmatického retikula do cytosolu (Skdlova et al., 2011).
Kyselina glukuronova se v substratu vaze na atom kysliku, dusiku nebo siry (Fujiwara et
al., 2018). Nadrodina enzymii UGT je ¢lenéna celkem do Ctyf rodin, z nichz se enzymy
rodiny UGT1 a UGT2 primérné t€astni metabolismu xenobiotik a rodiny UGT3 a UGTS
zahrnuji enzymy, které katalyzuji glukuronidaci endogennich substrati (Fujiwara et al.,

2018).
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4 CILE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace je objasnéni vlivu albendazolu na aktivitu

vybranych enzymu tasemnice krysi (H. diminuta).

DalS8im cilem této prace je porovnani aktivit enzymu dvou riznych kontrolnich skupin

a na zakladé téchto informaci urcit, zda méla inkubace v samotném inkubacnim médiu

vliv na aktivitu enzymua H. diminuta.

Dil¢i cile potiebné k celkovému vyhodnoceni jsou:

1. Stanoveni specifické aktivity vybranych biotransformacnich enzymi

v cytosolické, mikrosomalni a mitochondrialni frakei u:

a)

b)

d)

kontrolni skupiny (K), kterd byla pfipravena z tasemnic po inkubaci

v samotném inkubaénim médiu

skupiny vzorki (ABZ1), pfipravené ztasemnic inkubovanych

s 1 uM ABZ

skupiny vzorkli (ABZ10), pfipravené ztasemnic inkubovanych

s 10 uM ABZ

kontrolni skupiny (KOH), ktera byla pfipravena ztasemnic ihned

po izolaci z tenkého stieva laboratorniho potkana (Rattus norvegicus).

2. Porovnat vysledné specifické aktivity enzymil kontrolni skupiny (K) s aktivitami

naméfenymi u skupin ABZ1 a ABZ10. A zjistit, zda ma ABZ vliv na aktivitu

vybranych biotransformacnich enzyma H. diminuta.

3. Dale porovnat aktivity kontrolni skupiny (K) a kontrolni skupiny (KOH). A zjistit,

zda méla 24 hodinova inkubace v samotném inkubac¢nim médiu vliv na aktivitu

vybranych biotransformacnich enzymt H. diminuta.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material
5.1.1 Chemikalie

acenaftenol — Sigma-Aldrich

albendazol — Sigma-Aldrich

amoniak — Sigma-Aldrich

anilin — Sigma-Aldrich

BCA set roztokli — Thermo SCIENTIFIC

bovine serum albumin (BSA) — Thermo SCIENTIFIC
dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Sigma-Aldrich
fetal bovine serum (FBS) - Sigma-Aldrich

glutathion oxidovany (GSSG) — Koch Light Laboratories
glutathion redukovany (GSH) — Sigma-Aldrich
glycerol — Dr. Kulich pharma

HCI — Penta

HO

H20: - Penta

KH2PO4 — Penta

K>2HPO4— Penta

menadion — Sigma-Aldrich

MgCl; — Sigma-Aldrich

molybdenan amonny — Lachema

NADP — Serva

NADPH — Merck

NaH>PO4-2H>0 - Penta

NaOH — Lach:Ner

NaHPO4-12H,0 — Penta

penicilin/streptomycin (PEN/STREP) - Sigma-Aldrich
phosphate buffered saline (PBS) - Sigma-Aldrich
pyrokatechol — Lachema
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p-nitrofenol — Fluka

RPMI 1640 R8758 médium - Sigma-Aldrich

slovasol - Slovchema

SOD Assay Kit — Sigma-Aldrich

trichloroctova kyselina (TCA) — Sigma-Aldrich

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) — Penta
UDP-glukéza (UDP-GIc) — Sigma-Aldrich
UDP-glukuronova kyselina (UDP-GA) — Sigma-Aldrich
1-chlor-2,4-dinitrobenzen (CDNB) — Fluka
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina (HEPES) - Sigma-Aldrich
4-pyridinkarboxaldehyd — Sigma-Aldrich

5.1.2 Pristroje a pomiicky

analytické vahy SCALTEC

automatické pipety BIOHIT a Finnpipette riznych objemu
centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

centrifugacni kyvety

laboratorni nadobi (kadinky, Petriho misky, lahve a dalsi)
magnetickd michacka IKA Color squid

mikrotitracni desticlky GAMA a GREINER

mikrozkumavky Eppendorf (5,0 ml)

mikrozkumavky Eppendorf Safe-Lock (0,5; 1,5; 2,0 ml)

mrazici box JOUAN VXE SERIES — Thermo SCIENTIFIC
mrazici box Trigon plus

MS2 Minishaker IKA

multikanalova automaticka pipeta

nadoby na led

pH metr inoLab

PLATE FUGE microplate microcentrifuge — Benchmark Scientific
Potter S homogenizator 30 ml s pistem — B. Braun Biotech International
pristroj na destilaci vody Elix M Progard TNP2 — Merck Millipore
Spicky na pipety epT.L.P.S. Standard (50 - 1000pul)
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Spicky na pipety NEPTUNE (2100.Y 200ul a 2110.B 1000pul)
Spicky na pipety Sartorius Biohit A (0,1 - 10ul) - Fisher Scientific
TECAN infinite M200PRO (NanoQuant)

Thermomixer comfort - eppendorf

ultracentrifuga AVANTI J-30I — Beckman Coulter

ultrazvukova lazen - Bandelin Sonorex

vahy KERN K8

5.1.3 Biologicky material

potemnik moucny (Tenebrio molitor)
potkan laboratorni (Rattus norvegicus), 6 jedincl

tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta), 45 jedinct

Pro experiment byli pouziti potkani kmene Wistar sam¢iho pohlavi o hmotnosti

120-150 g, kteti byli dovezeni z firmy Velaz s.r.o.. Nasledné¢ byli ponechani tfi tydny

v aklimatizaci a poté probé¢hla infikace cysticerkoidy. V dob¢ infikace byla hmotnost

potkanti pfiblizné 250 g a v dob¢ izolace dospélych tasemnic od 350 g do 410 g. Chovani

byli za standardnich podminek danych vyhlaskou €. 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych

zvifat. Strava a voda ad libitum.
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5.2 Metodika prace

Prakticka Cast této prace byla realizovana na Farmaceutické fakult€¢ Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové v ¢asovém rozmezi od 15. 3. 2016 do 15. 9. 2017. Veskeré
experimenty byly provedeny v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. Na ochranu zvifat
proti tyrani ve znéni pozdéjSich ptfedpistt a pod dohledem lokalni Odborné komise
pro zajisStovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat Univerzity Karlovy

v Praze, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

5.2.1 Izolace jedinci tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta)

z laboratorniho potkana (Rattus norvegicus)

Pro experiment bylo pouzito 6 jedinct laboratorniho potkana (R. norvegicus), z nichz
kazdy byl infikovan pomoci gastrointestindlni sondy 12 cysticerkoidy tasemnice krysi
(H. diminuta). Cysticerkoidy byly ziskdny z dospé€lct potemnika mouéného (7. molitor).
Infikovani jedinci R. norvegicus byli chovani po dobu 7 tydni za standardnich
laboratornich podminek. V pribéhu této doby byla dvakrat provedena kontrola potkaniho
trusu. Nejprve u smésného vzorku a poté u kazdého z potkani jednotlivé, v obou
ptipadech byly v trusu nalezeny vajicka H. diminuta, kontroly tedy byly pozitivni.
Nasledné bylo provedeno usmrceni vSech potkant (etherova anestezie, dislokace kréni
patete a nasledné vykrveni). Z tenkého stfeva byli izolovani dospélci tasemnice krysi,
kteti byli omyti tfikrat v nesterilnim roztoku PBS (37 °C) a poté ve sterilnim roztoku PBS
s PEN/STREP. Celkem bylo izolovéano 53 jedincii, ale pro experiment bylo pouzito jen
45 tasemnic krysich. Zbylych 8 bylo nestandartnich (mald velikost), izolovanych

ze stejného potkana, a proto jsme se rozhodli je v experimentu nepouzit.

5.2.2 Inkubace tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) s albendazolem

Po izolaci a omyti bylo ihned pfed inkubaci 10 jedincii tasemnice krysi
zmrazeno (-80 °C), tato skupina byla oznacena jako KOH (kontrola v ¢ase t = 0 h).
Stanovené aktivity enzymil této kontrolni skupiny byly nésledné porovnany s aktivitami

enzymu druhé kontrolni skupiny. Porovnanim vysledkii téchto dvou kontrolnich skupin
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byl ovéien ptipadny vliv inkubace v samotném inkuba¢nim médiu na aktivitu vybranych

enzymu.

Inkubovano bylo tedy celkem 35 tasemnic, které byly ndhodné rozdéleny do péti
ruznych skupin. Z nichz prvni byla tvofena 10 tasemnicemi, které byly inkubovany
bez pfidani 1é¢iva. Tato skupina nese oznaceni K (kontrola v ¢ase t = 24 h) a jedna se
druhou kontrolni skupinu, ke které byly nasledné vztazeny aktivity enzymu ostatnich
zkoumanych skupin. Dals$i skupina s oznacenim ABZ1 byla tvofena 6 tasemnicemi, které
byly inkubovany s ABZ (1uM). Posledni skupina oznacena ABZ10 byla tvofena
7 tasemnicemi inkubovanymi s ABZ (10 uM). Zbylych 12 tasemnic bylo vyuzito
ke stanoveni vlivu mebendazolu na aktivitu vybranych enzymi v rdmci jiné diplomové

prace.

Inkubace kazdé tasemnice probihala individudln€¢ v inkubacéni lahvi. Inkubace
probihala v CO; inkubatoru po dobu 24 hodin (37 °C, CO2 5 %). Jako inkuba¢ni médium
bylo u vSech skupin pouzito 20 ml RPMI 1640 R8758 obohacené o 2,5 ml PEN/STREP
(10 000 jednotek PEN/ 10 mg STREP v 1 ml), 5 % FBS a 10 ml HEPES (1 M).
Experiment byl odstartovan pfidanim 20 pl DMSO v pfipad€ kontrolni skupiny
¢1 20 pl roztoku ABZ v DMSO o koncentraci 1 mM nebo 10 mM. V prib¢hu inkubace
byl pfidavan k inkubaénimu médiu vodny roztok amoniaku, aby bylo zajiSténo stabilni
pH. Po uplynuti 24 hodin byla inkubace ukoncena, tasemnice byly omyty v PBS, zvazeny
a zamrazeny (-80 °C). Z kontrolni skupiny (K) byly vyfazeny dvé nestandardni

tasemnice, které prestaly jevit po uplynuti doby inkubace motilitu.

5.2.3 Priprava subcelularnich frakci z tasemnice krysi

(Hymenolepis diminuta)

Pouzité zasobni roztoky:

0,1 M Na-fostatovy pufr, pH 7,4 (ptipraven postupnym slévanim 1 000 ml 0,1 M
roztoku NaHPO4-12H>0 a 250 ml 0,1 M roztoku NaH>PO4-2H>0
do pozadované hodnoty pH 7,4)

Na-fosfatovy pufr s 20% (v/v) glycerolem (pfipraven smisenim glycerolu

a 0,1 M Na-fosfatového pufru v poméru 1:4)
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V chladici mistnosti byl ptipraven sudy pocet vzorkl tasemnic. Jednotlivé vzorky
byly dany do mechanického homogenizatoru s 15 ml Na-fosfaitového pufru
a homogenizovany. Homogenizované vzorky byly pielity do centrifugacnich kyvet. Pist
1 homogenizator byly oplachnuty 15 ml Na-fosfatového pufru, ktery byl poté piidan
do centrifugacnich kyvet.

Kyvety byly nasledné centrifugovany pomoci centrifugy Heraeus (rotor #3335)
po dobu 20 minut pii 4 °C na 5000 g (1. toCeni). Peleta obsahujici potrhané bunécné
membrany, vaziva, cévy a jadra byla odstranéna. Supernatant byl ptelit do Cistych kyvet
a stoc¢en ve stejném rotoru na 20 000 g po dobu 60 minut pii 4 °C. Supernatant, ktery
vznikl druhym tocenim, byl opatrné (aby nedoslo ke znecisténi kaly) prelit do kyvety
pro ultracentrifugu Beckman. Kyvety byly naplnény maximaln¢ do tii ¢tvrtin, byly pfesné
vyvazeny a vlozeny do rotoru proti sob¢. Treti centrifugace probihala po dobu 60 minut

na 105 000 g pii 4 °C.

V peleté z druhého to€eni jsou obsaZeny mitochondrie, pro jejich ziskani byly
odstranény kaly a peleta byla resuspendovdna v 5 ml Na-fosfatového pufru pomoci
sklenéné ty€inky. Dale bylo mnozstvi pelety v kyveté doplnéno stejnym pufrem tak, aby
hladina byla pfibliZzn€ 2 cm pod hornim okrajem. Kyvety byly znovu sto¢eny na 20 000 g
po dobu 60 minut pii 4 °C (4. to€eni). Supernatant s ostatnimi bunéénymi elementy byl
odstranén a peleta byla resuspendovéna v pufru s 20% glycerolem v takovém mnoZstvi,
které¢ odpovidd hmotnosti pivodniho vzorku. Vznikla mitochondrialni frakce byla
za stalého michani rozpipetovana po 330 pl do mikrozkumavek Eppendorf o objemu

0,5 ml.

Supernatant ze tfetiho toCeni je frakci cytosolu, kterd byla za stalého michéani
rozpipetovana po 1100 pl do mikrozkumavek Eppendorf o objemu 1,5 ml. Peleta
za tfetiho toceni byla resuspendovana v 5 ml pufru pomoci malého homogeniza¢niho
pistu, prelita do kyvet a odstfedéna v Beckmanov¢ ultracentrifuze (5. toceni). Vznikly
supernatant byl odstranén a k peleté¢ byl ptidan pufr s 20% glycerolem v mnozZstvi
odpovidajicim pivodni hmotnosti tasemnic. Takto ziskana mikrosomalni frakce byla
zhomogenizovéna a za stdlého michani rozpipetovana do mikrozkumavek o objemu

0,5 ml po 330 pl.

Vsechny frakce byly ihned po rozpipetovani ulozeny do hlubokomraziciho boxu a

uchovavany pfi teplote -80 °C.
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5.2.4 Stanoveni aktivit vybranych enzymu Hymenolepis diminuta

Jednotliva stanoveni aktivity vybranych enzymt byla provedena vzdy minimélné
tiikrat. Z vyslednych aktivit téchto jednotlivych stanoveni byly nasledné vypocteny
pramérné hodnoty. Jedinou vyjimku tvoii skupina vzorkiit ABZ10 u mikrosomalni frakce,
kdy byla aktivita enzymi AKR1A1, UGT a UGIcT stanovena pouze dvakrat z divodu

nedostatku vzorku.

Stanovené aktivity enzymu jsou vyjadieny v jednotkach [nmol/min/ml], ptipadné
v jednotkach [pumol/min/ml] u enzymu CAT. Nésledné byly tyto aktivity vztazeny
na mnozstvi proteinti v piislusném vzorku a tim byly urc¢eny hodnoty specifickych aktivit

v jednotkach [nmol/min/mg], pfipadné [umol/min/mg] u CAT.

5.2.4.1 Stanoveni aktivity karbonylreduktasy pomoci menadionu

Princip metody:

Metoda je zaloZena na inkubaci subcelularnich frakci se substratem menadionem.
Redukce menadionu CBR je doprovazena oxidaci NADPH, coZ je spektrofotometricky
zaznamenano jako pokles absorbance. Pomoci poklesu absorbance a molarniho

absorp¢niho koeficientu NADPH lze kvantitativné vyjadfit aktivitu CBR.

Pouzité zasobni roztoky:

0,1 M K-fosfatovy pufr, pH 7,4 (pfipraven z roztokti K;HPO4 a KH2PO4)

8,71 g K;HPO4 do 500 ml redestilované vody
2,72 g KH2PO4 do 200 ml redestilované vody

50 mM menadion (8,61 mg menadionu v 1 ml ethanolu)
5 mM NADPH (6,25 mg NADPH v 1,5 ml redestilované vody)
Na-fosfatovy pufr, pH 7,4

Postup:

Do jamek GAMA desticky napipetovat 10 upl subcelularnich frakei nebo
10 ul Na-fosfatového pufru o pH 7,4 v ptipad¢ slepého vzorku a preinkubovat 5 minut
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pti 37 °C. Dale do kazdé jamky napipetovat 190 pl Master mixu multikandlovou pipetou.
Master mix byl pfipraven z nasledujicich roztoki v objemu potiebném na jednu desticku
tak, aby do kazdé jamky pfislo 178 ul K-fosfatového pufru, 2 pl menadionu
a 10 ul NADPH. Desticku vlozit do TECANU, ktery byl pfedem nastaven na 37 °C.
Pti této teploté probihalo spektrofotometrické meéteni poklesu absorbance pii 340 nm
po dobu 10 minut. V rdmci jednoho stanoveni bylo vzdy zméteno 8 paralelnich vzorkt
od kazd¢ frakce.

Vypocdet aktivity:

(A Avz — A Asl) « Vi 1000

aktivita =
exlxVs

Avz = absorbance vzorku

Asl = absorbance slepého vzorku

& nappH = 6,22 mM ! cm’!

[ = vySka méfené vrstvy v jamce (tj. 0,75 cm)
Vi = objem reakéni smési (tj. 0,2 ml)

Vs = objem biologické frakce (tj. 0,010 ml)

5.2.4.2 Stanoveni aktivity aldoketoreduktasy AKRIAI pomoci
4-pyridinkarboxaldehydu

Princip metody:

Metoda je =zaloZena na inkubaci subcelularnich frakci se substratem
4-pyridinkarboxaldehydem. Redukce substritu AKR1A1 je doprovazena oxidaci
NADPH, coz je spektrofotometricky zaznamenano jako pokles absorbance. Pomoci
poklesu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH Ize kvantitativné

vyjadrit aktivitu AKR1AT.

Pouzité zasobni roztoky:

0,1 M K-fosfatovy pufr, pH 6,0 (pfipraven z roztokt 0,1 M KoHPO4
a 0,1 M KH2POy4)
0,1 M 4-pyridinkarboxaldehyd (1,9 ul 4-pyridinkarboxaldehydu
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v 138,12 pl redestilované vody)
2 mM NADPH (1,60 mg NADPH v 959,92 pul redestilované vody)
Na-fosfatovy pufr, pH 7,4

Postup:

Do jamek GAMA desticky napipetovat 10 pl subcelularnich frakei nebo
10 ul Na-fosfatového pufru o pH 7,4 v piipadé slepého vzorku. Dale do kazdé jamky
napipetovat 190 pl Master mixu multikandlovou pipetou. Master mix byl pfipraven
z nasledujicich roztokli v objemu potfebném na jednu desticku tak, aby do kazdé¢ jamky
ptiSlo 178 ul K-fosfatového pufru, 2 pl 4-pyridinkarboxaldehydu a 10 ul NADPH.
Desticku vlozit do TECANU, ktery byl pfedem nastaven na 37 °C. Spektrofotometricky
byl zaznamenavan pokles absorbance pii 340 nm po dobu 10 minut. V ramci jednoho

stanoveni bylo vzdy zméteno 8 paralelnich vzorkl od kazdé frakce.

Vypodet aktivity:

(A Avz — A Asl) « Vi 1000
exlxVs

aktivita =

Avz = absorbance vzorku

Asl = absorbance slepé¢ho vzorku

€ nappH = 6,22 mM! cm’!

[ = vyska méfené vrstvy v jamce (tj. 0,75 cm)
Vi = objem reakéni smési (. 0,2 ml)

Vs = objem biologické frakce (tj. 0,010 ml)

5.2.4.3 Stanoveni aktivity aldoketoreduktasy AKRI1C pomoci acenaftenolu

Princip metody:

Metoda je =zaloZena na inkubaci subcelularnich frakci se substratem
acenaftenolem. Spektrofotometricky je zaznamenan vzriist absorbance, ktery je zptisoben
redukci NADP" na NADPH za soucasné oxidace substratu. Pomoci vzristu absorbance

a molarniho absorp¢niho koeficientu NADPH Ize kvantitativné vyjadrit aktivitu AKRI1C.
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Pouzité zasobni roztoky:

0,1 M TRIS/HCI puft, pH 8,9 (1,21 g TRIS v 70 ml redestilované vody, uprava pH
na hodnotu 8,9 a doplnit na 100 ml)

0,1 M acenaftenol (17,02 mg acenaftenolu v 1 ml DMSO)

20 mM NADP" (23,6 mg NADP" v 1,5 ml redestilované vody)

Na-fosfatovy pufr, pH 7,4

Postup:

Do jamek GAMA desticky napipetovat 10 upl subcelularnich frakci nebo
10 ul Na-fosfatového pufru o pH 7,4 v ptipadé¢ slepého vzorku. Dale do kazdé jamky
napipetovat 190 pl Master mixu multikandlovou pipetou. Master mix byl pfipraven
z nasledujicich roztokli v objemu potfebném na jednu desticku tak, aby do kazdé¢ jamky
piislo 178 ul TRIS/HCI pufru, 2 pl acenaftenolu a 10 ul NADP". Desticku vlozit
do TECANU, ktery byl predem nastaven na 37 °C. Spektrofotometricky byl
zaznamenavan vzrust absorbance pii 340 nm po dobu 10 minut. V ramci jednoho

stanoveni bylo vzdy zméteno 8 paralelnich vzorkl od kazdé frakce.

Vypocet aktivity:

(A Avz — A Asl) « Vi 1000
exlxVs

aktivita =

Avz = absorbance vzorku

Asl = absorbance slepého vzorku

€ nappH = 6,22 mM! cm’!

[ = vyska méfené vrstvy v jamce (tj. 0,75 cm)
Vi = objem reakéni smési (tj. 0,2 ml)

Vs = objem biologické frakce (tj. 0,010 ml)

5.2.4.4 Stanoveni glutathionreduktasové aktivity

Princip metody:

Metoda stanoveni glutathionreduktasové aktivity enzymu TGR je zaloZena

na pfeméné oxidované¢ho glutathionu (GSSG) na redukovany glutathion (GSH)
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za soucasné oxidace NADPH. Spektrofotometricky je zaznamenan pokles absorbance
umérny spotiebé NADPH, pomoci toho poklesu a molarniho absorp¢niho koeficientu

NADPH Ize kvantitativné vyjadfit glutathionreduktasovou aktivitu TGR.

Pouzité zasobni roztoky:

0,1 M K-fostatovy puftr, pH 7,0 (pfipraven z roztokit K;HPO4 (17,42 mg/ml)
a KH2PO4 (13,61 mg/ml) pfiblizné v poméru 5:2)

5 mM EDTA (1,86 mg EDTA v 1 ml redestilované vody)

2,5 mM NADPH (2,08 mg NADPH v 1 ml redestilované vody)

4 mM GSSG (2,45 mg GSSG v 1 ml redestilované vody)

Na-fosfatovy pufr, pH 7,4

Postup:

Glutathionreduktasova aktivita byla stanovena dvéma zptisoby, prvnim za pouziti
nefedéné frakce a druhym, kdy frakce byla nafedéna pétkrat Na-fosfaitovym pufrem
o pH 7.4. Do jamek GAMA destic¢ky napipetovat 50 pl frakce (fedéné ¢i nefedéné) nebo
50 ul Na-fosfatového pufru v ptipadée slepého vzorku. Dale do kazdé jamky napipetovat
150 pl Master mixu multikanalovou pipetou. Master mix byl pfipraven z nésledujicich
roztokli v objemu potfebném na jednu desticku tak, aby do kazdé¢ jamky pfislo
50 ul K-fosfatového pufru, 40 ul EDTA, 50 pl GSSG a 10 pl NADPH. Desti¢ku vloZit
do TECANU, ktery byl pfedem nastaven na 37 °C. Spektrofotometricky byl
zaznamenavan ubytek absorbance pii 340 nm po dobu 6 minut. V ramci jednoho
stanoveni byly vzdy zméteny 4 paralelni vzorky od kazdé fedéné frakce a 4 paralelni

vzorky od kazdé nefedéné frakce.

Vypocet aktivity:

o (A Avz — A Asl) *Vi* 1000
aktivita = * ZT
exl*xVs

Avz = absorbance vzorku

Asl = absorbance slepého vzorku

& nappH = 6,22 mM ! cm’!

[ = vySka méfené vrstvy v jamce (tj. 0,75 cm)
Vi = objem reak¢ni smési (tj. 0,2 ml)

Vs = objem biologické frakce (tj. 0,050 ml nebo 0,01 ml v zavislosti na fedéni frakce)
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zi = zfedéni (tj. 5 v ptipad¢ cytosolickych frakei, které byly pied stanovenim nafedény

a 1 u vSech zbylych frakci)

5.2.4.5 Stanoveni aktivity katalasy pomoci molybdenanu amonného

Princip metody:

Metoda stanoveni aktivity CAT je zaloZena na tvorbé Zlutého komplexu
molybdenanu amonného s peroxidem vodiku. Spektrofotometricky je zaznamenéna
absorbance tohoto komplexu, aktivita CAT je stanovena pomoci zmétfené absorbance

vzorku a tfi riznych slepych vzorkd.

Pouzité zasobni roztoky:

60 mM Na-K fosfatovy puftr, pH 7,4 (pfipraven smisenim roztoktt Na,HPO4-12H,0
a KH2P04)

10,74 g NaHPO4-12H20 v 500 ml redestilované vody
4,08 g KH2PO4 v 500 ml redestilované vody

6,5 mM H>O» (14,78 ul 30% H>02 v 20 ml Na-K fosfatového pufru)
32,4 mM molybdenan amonny (0,8 g molybdenanu amonného ve 20 ml

redestilované vody)

Postup:

Pro stanoveni aktivity CAT byly vyuZity tii riizné slepé vzorky s oznafenim
blank 1 (BLI), blank 2 (BL2) a blank 3 (BL3). Jednotlivé subcelularni frakce byly
natfedény desetkrat Na-K fosfatovym pufrem. Postup pipetovani do mikrotitracni desticky

GAMA je uveden v Tab. 1.

Tab. 1 Postup pipetovani roztokli do mikrotitracni desti¢ky pfi stanoveni aktivity katalasy.

BL1 vzorek BL2 BL3
1. 100 pl H2O2 100 ul H2O> 100 pul H202 100 pl pufru
2. 100 pl molybd. 20 pl frakce 20 pl pufru 20 pl pufru
3. / 100 pl molybd. 100 pl molybd. 100 pl molybd.
4. 20 pl frakce / / /
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Po napipetovani roztokti dle druhého kroku byla desticka 1 minutu inkubovéna
pti 37 °C. Déle byl do jamek pfiddn molybdenan amonny dle tfetiho kroku (viz Tab. 1)
apoté se nechala desticka 1 minutu stat. Nasledné byla napipetovana frakce do BL1 a byla
zméfena absorbance pii 405 nm na TECANU. V ramci jednoho stanoveni bylo vzdy
zméfeno 8§ paralelnich vzorkii od kazdé frakce, stejné tak 8 paralelnich vzorkii BL2

a BL3, od BL1 byly vzdy zméteny 4 paralelni vzorky.

Vypocet aktivity:

Ag;4 — A
aktivita = M x 32,5 * zT

(ABLZ - ABL3)

Apr1 = absorbance BL1
Apir2 = absorbance BL2
Aprs = absorbance BL3
Ayz = absorbance vzorku

zi =zfedéni (1. 10)

5.2.4.6 Stanoveni aktivity superoxid dismutasy

Princip metody:

Metoda stanoveni aktivity SOD je zaloZzena na redukci WST-1
(2-(4-j6dtenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2 H-tetrazol sodny) na barevny
produkt WST-1 formazan. Reakce probihd v ptitomnosti superoxidového anionu (O2)
za vzniku molekuly kysliku. Tato reakce je inhibovéana €innosti SOD, ktera katalyzuje
pfeménu O a snizuje tak jeho dostupnost, potiebnou pro pribéh reakce.
Spektrofotometricky je zaznamendna absorbance vzorku a tii riznych slepych vzorki

a pomoci ptislusného vypoctu je stanovena aktivita SOD.

Pouzité zasobni roztoky:

Ke stanoveni aktivity SOD byl pouzit SOD Assay Kit s nasledujicimi roztoky:

roztok WST

roztok enzymu
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pufr
fedici pufr
Postup:

Pro stanoveni aktivity SOD byly vyuzity tfi odlisné slepé vzorky s oznacenim
blank 1 (BL1), blank 2 (BL2) a blank 3 (BL3). Smichanim 450 pl roztoku WST
a 8550 pl pufru vznikne pracovni roztok WST, ktery bude dale pouzivan. Roztok enzymu
byl po dobu 5 sekund centrifugovéan, nasledné promichan pomoci pipety a poté zfedén
fedicim pufrem (15 pl roztoku enzymu a 2,5 ml fediciho pufru), vznikd tak pracovni

roztok enzymu. Postup pfi pipetovani do mikrotitracni desticky GAMA byl nésledujici:
1. Napipetovat 20 pul subcelularni frakce do jamek s BL2 a se vzorky.
2. Do jamek BL1 a BL3 20 pl destilované vody.
3. Do vSech jamek 200 pl pracovniho roztoku WST.
4. Do BL2 a BL3 20 pl fediciho pufru.
5. Do BLI a vzorki 20 pl pracovniho roztoku enzymu.

Mikrotitracni desticka byla inkubovana po dobu 20 minut pii teploté¢ 37 °C
a nasledné byla zmétena absorbance pti 450 nm na TECANU. V ramci jednoho stanoveni

byly vzdy zméteny 3 paralelni vzorky od kazdé frakce a vSech slepych vzorki.

Vypocet aktivity:

Nasledujicim vypoctem byla stanovena koncentrace formazanu, vyjadiena

v jednotkach [M], které byla dale vyuZita pti vypoctu aktivity SOD.

_ [(ABLl - ABLB) - (AVZ - ABLZ)]
Cformazan - (S % l)

Apr1 = absorbance BL1
Apr2 = absorbance BL2
Aprs = absorbance BL3
Ayz = absorbance vzorku
£=37000 M cm!

[ = vySka méfené vrstvy v jamcee (tj. 0,9 cm)
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Cformazan * V x50 * 10°
t

aktivita =

V' = objem reak¢ni smési v jamce (tj. 0,00024 ml)

¢t = doba, po kterou probihala reakce (tj. 20 min)

5.2.4.7 Stanoveni aktivity peroxidasy pomoci anilinu a pyrokatecholu

Princip metody:

Metoda je zalozena na inkubaci subceluldrnich frakci s peroxidem vodiku
a dvojici pyrokatechol-anilin, ktera slouzi jako vodikovy donor. Spektrofotometricky je
zaznamenan piiristek absorbance, ktery odpovida ptirtistku rizoveé zbarveného produktu
(4-(fenylamino)benzen-1,2-diol). Aktivita Px je nasledné vypocitdna pomoci namétené

absorbance a molarniho absorp¢niho koeficientu produktu.

Pouzité zasobni roztoky:

0,2 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,0 (pfipraven smisenim roztokli Na;HPO4-12H>0
a NaH,PO4-2H,0)

35,8 g Na;HPO4-12H>0 do 500 ml redestilované vody
7,8 g NaH2PO4-2H>0 do 250 ml redestilované vody

1,7 mM H>0> (3,8 ul 30% zéasobniho roztoku H>0O> do 20 ml pufru)
substrat: 170 mM pyrokatechol (0,1872 g) + 2,5 mM anilin (2,28 pl) + 10 ml pufru

Postup:

Do jamek mikrotitracni desticky GAMA napipetovat 90 ul substratu a 100 pul H2O:
a desticku inkubovat pii 25 °C po dobu 4 minut. Poté odstartovat reakci napipetovanim
10 pl subcelularni frakce nebo 10 pl Na-fosfatového pufru v piipadé slepého vzorku.
Pipetovani frakce ¢i pufru probihalo postupné, vzdy pouze do dvou paralelnich jamek
od kazdého vzorku, tésn¢ pfed vloZenim desticky do TECANU. Po dobu 7 minut
pii 510 nm byl nasledné¢ zaznamendvan vzrist absorbance. V ramci jednoho stanoveni

bylo vzdy zméteno 8 paralelnich vzorkt od kazdé frakce.
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Vypocet aktivity:

(A Avz — A Asl) Vi
exl*Vs

aktivita =

Avz = absorbance vzorku

Asl = absorbance slepého vzorku

€ produktu = 3 mM ! cm’!

[ = vyska méfené vrstvy v jamce (tj. 0,75 cm)
Vi = objem reak¢ni smési (tj. 0,2 ml)

Vs = objem biologické frakce (tj. 0,010 ml)

5.2.4.8 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Princip metody:

Metoda stanoveni aktivity GST je zaloZena na tvorb& konjugatu redukovaného
glutathionu (GSH) s 1-chlor-2,4-dinitrobenzenem (CDNB), tato reakce je katalyzovéna
GST. Prirtstek konjugatu je zaznamenan spektrofotometricky jako vzrlstajici
absorbance. Aktivita GST je nasledné¢ vyjadfena pomoci naméfené absorbance

a molarniho absorpéniho koeficientu produktu.

Pouzité zasobni roztoky:

0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 6,5 (pfipraveny smisenim roztokli Na;HPO4-12H>0
a NaH>PO4-2H>0)

1,79 g Na2HPO4-12H20 v 50 ml redestilované vody
1,56 g NaH2PO4-2H>0 ve 100 ml redestilované vody

5,15 mM GSH (7,92 mg v 5 ml Na-fosfatového pufru)
51,5 mM CDNB (5,22 mg v 0,5 ml ethanolu)

Postup:

Aktivita GST cytosolické frakce byla stanovena v nefedéné frakci i v fedéné frakci

(natfedéna desetkrat). U frakce mitochondridlni a mikrosomalni nebyly frakce fedény.
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Da jamek mikrotitraéni desticky GREINER napipetovat 6 pul frakce
¢i 6 pl Na-fosfatového pufru v ptipadé slepého vzorku. Déle do kazdé jamky napipetovat
194 pl Master mixu multikanalovou pipetou. Master mix byl pifipraven smichanim
4 ml GSH, 0,4 ml CDNB, 15,6 ml Na-fosfatového pufru, toto mnozstvi odpovida objemu
potiebnému na jednu desticku. Desti¢ku vlozit do TECANU, kde byl po dobu 10 minut
zaznamenavan vzrist absorbance pii 340 nm. V ramci jednoho stanoveni bylo vzdy

zmgeteno 6 paralelnich vzorkl od kazdé frakce.

Vypocet aktivity:

(A Avz — A Asl) xVix1000
*

aktivita = zr

exl*xVs

Avz = absorbance vzorku

Asl = absorbance slepého vzorku

& = molarni absorpéni koeficient (tj. 9,6 mM™' cm™)

[ = vySka méfené vrstvy v jamcee (tj. 0,6 cm)

Vi = objem reakéni smési (tj. 0,2 ml)

Vs = objem biologické frakce (tj. 0,006 ml)

zi = ziedéni (t). 10 v piipad€ cytosolickych frakci, které byly pfed stanovenim nafedény

a 1 u vSech zbylych frakci)

5.2.4.9 Stanoveni aktivit UDP-glykosyltransferas

Princip metody:

Stanoveni aktivity UGT a UGIcT bylo provadéno oddélené, ale metody jsou velice
podobné, proto budou popsany spolecné. Stanoveni je zaloZeno na konjugaci substratu
p-nitrofenolu s UDP-GA v ptipadé stanoveni UGT ¢i na konjugaci s UDP-Glc v ptipadé
stanoveni UGIcT. Na zakladé spektrofotometricky zaznamenané absorbance l1ze vyjadrit
koncentraci konjugovaného p-nitrofenolu a poté pomoci molarniho absorpéniho

koeficientu aktivitu UGT ¢i UGIcT.
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Pouzité zasobni roztoky:

2,5 mM p-nitrofenol (3,5 mg p-nitrofenolu v 10 ml redestilované vody)

10 mM UDP-GA (6,46 mg v 1 ml redestilované vody) pro stanoveni UGT

10 mM UDP-Glc (5,66 mg v 1 ml redestilované vody) pro stanoveni UGIcT

slovasol (50 mg v 1 ml redestilované vody)

TRIS/HCI puft, pH 7,4 (0,5 g TRIS v 10 ml redestilované vody, pomoci 1 M HCI
upravit pH, doplnit na 15 ml a v celkovém objemu rozpustit 24,4 mg MgCl,)

3% kyselina trichloroctova (TCA)

1 M NaOH

Postup:

Nejprve byly piipraveny roztoky subceluldrni frakce s detergentem v poméru 2:1
(. naptiklad 180 pl frakce a 90 pl detergentu). Roztok po promichéani inkubovat v lednici
po dobu 20 minut. Pot¢é do jamek mikrotitracni desticky GAMA napipetovat
50 pl pufru pfi stanoveni UGT nebo 40 pl pufru pii stanoveni UGIcT.
Dale 20 ul UDP-GA ¢i UDP-Glc nebo 20 pl destilované vody v ptipad¢ slepych vzorki.
Poté vZdy 20 pl p-nitrofenolu a 10 pl roztoku frakce s detergentem pii stanoveni aktivity
UGT ¢i 20 pl roztoku frakce s detergentem pii stanoveni aktivity UGIcT. Desticku
inkubovat pti 37 °C po dobu 20 minut za mirn€ho tfepani. Po inkubaci do kazdé jamky
ptidat 50 pl TCA, desti¢ku vlozit do centrifugy a po dobu 5 minut pii 5000 otackéch
za minutu sto¢it. Do nové GAMA desti¢ky napipetovat 50 pl NaOH a do kazdé jamky
s NaOH ptenést 50 pl inkubacni smési z prvni desticky, poté zméfit na TECANU
absorbanci pii 405 nm. V rdmci jednoho stanoveni bylo vzdy zméfeno 5 paralelnich

vzorka od kazdé frakce.

Vypocet aktivity:

Prvnim krokem pro vypocet aktivity UGT/UGIcT je stanoveni koncentrace

konjugovaného p-nitrofenolu, koncentrace je vyjadiena v jednotkach [mM].

BAg, — Ayz
c=——"-—-=-
exl

Ayz = absorbance vzorku

Asi = absorbance slepého vzorku
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& = molarni absorpéni koeficient (tj. 18,3 mM'cm™)

[ = vyska méfené vrstvy v jamcee (tj. 0,5 cm)

Dalsi krokem je vyjadfeni koncentrace vzniklého p-nitrofenolu za minutu (x)

v jednotkach [mmol/min].

¢ +0,0001
ETe

¢t = doba, po kterou probihala reakce (tj. 20 min)

V poslednim kroku je vyjadiena aktivita UGT/UGIcT v jednotkéach

[nmol/min/ml].

x * 1000 * 10°
V*3

aktivita =

V= objem frakce (tj. 10 ul pii stanoveni UGT a 20 pl pii stanoveni UGIcT)

5.2.5 Stanoveni mnoZstvi bilkoviny ve vzorku subcelularni frakce

Princip metody:

Stanoveni mnozstvi proteinti ve vzorku bylo provedeno metodou BCA. Principem
této metody je reakce proteinii s Cu?* v alkalickém prostiedi. M&d’ prechazi na Cu'”, ktera
vytvaii stabilni modrofialovy komplex s kyselinou bicinchoninovou (BCA) v prostfedi
kolem pH 10. Intenzita zabarveni je pfimo Umérnd mnoZstvi bilkoviny, obsazeném

v subcelularni frakei.

Pouzité zasobni roztoky:

Roztok A: NaHCOs3, Na,CO3, BCA v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4% CuSO4-6 H>O

zasobni 0,2% roztok hovéziho sérového albuminu (BSA)

Postup:

Prvnim krokem byla ptiprava pracovniho roztoku C, ktery vznikl smichdnim
roztoku A a roztoku B v poméru 50:1. Jednotlivé subcelularni frakce byly dvacetkrat

nafedény destilovanou vodou. Zasobni 0,2% roztok BSA byl nafedén destilovanou vodou
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na koncentraci 0,1% a nasledné¢ byl pouzit k ptipravé 6 roztokl, jejichz ptesna
koncentrace je patrna z Tab. 2. BSA slouzi jako standard bilkovin a pomoci hodnot

absorbanci jednotlivych roztokti BSA byla nasledné stanovena kalibra¢ni kiivka.

Tab. 2 Slozeni a koncentrace roztokii BSA.

koncentrace 0,1% roztok BSA  destilovana voda
1 0 pg/ml 0wl 100 ul
2 200 pg/ml 20 ul 80 ul
3 400 pg/ml 40 pl 60 pl
4 600 pg/ml 60 pl 40 pl
5 800 pg/ml 80 ul 20 pl
6 1000 pg/ml 100 pl 0l

Do mikrotitraéni desticky GAMA napipetovat 10 pl od kazdého ze 6 roztoki
BSA, vzdy 6 paralelnich vzorkti. Dale 10 pl jednotlivych nafedénych subceluldrnich
frakci, také vzdy 6 paralelnich vzorki. Poté do vSech jamek 200 pl pracovniho
roztoku C a desticku inkubovat 30 min pii 37 °C. Po inkubaci spektrofotometricky zméfit

absorbanci pi1 562 nm pomoci ptistroje TECAN.

Vyhodnoceni:

Pomoci naméfenych hodnot absorbanci roztokii BSA byla sestrojena kalibracni
ktivka. Z absorbanci jednotlivych frakci byla pomoci rovnice kalibraéni kiivky s ohledem
na fedéni vzorku, ur€ena koncentrace proteinu ve vzorku [mg/ml]. Néasledné¢ byla
stanovena primérna hodnota koncentrace proteinu ve vzorku a také jeji smérodatna

odchylka.

Koncentrace proteinii ve vzorku byla déle pouzita pro urceni specifické aktivity
enzyml [nmol/min/mg], pfipadné [pumol/min/mg] v piipadé CAT. Jedna se o vztazeni
aktivity enzymu [nmol/min/ml], stanovenych podle vySe uvedenych postupa,

na mnozstvi proteinu v ptislusném vzorku.

aktivita enzymu

specificka aktivita =
Cproteinu ve vzorku
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5.3 Vyhodnoceni a statistické zpracovani dat

Zpracovani dat bylo provedeno v programu Microsoft Office Excel 2016. V piipadé
stanoveni aktivity enzymu, u kterych byl zaznamenévan vzrist ¢i pokles absorbance
v prib&hu ne€kolika minut, byla ze soubort vyfrazena data, kterd neodpovidala linearnimu

prirastku ¢i poklesu absorbance.

Statistickd analyza dat byla provedena v programu GraphPad Prism 7 za pouziti
one-way ANOVA testu s Dunnettovym post-hoc testem. Tento test byl pouzit
pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti vlivu ABZ na aktivity vybranych enzymt a také
pro porovndni aktivity enzymu ve dvou riznych kontrolnich skupinach. Data v grafech
jsou prezentovana jako primér + smerodatna odchylka (SD). Statisticky vyznamny vliv
ABZ na aktivitu enzymu ¢i statisticky vyznamna odliSnost v aktivité kontrolnich skupin

je oznacena hvézdickou (* P < 0,05).
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6 VYSLEDKY

Vysledky jsou numericky prezentovany v nasledujicich tabulkach, jako prameéry
jednotlivych stanoveni specifickych aktivit enzymt ptislusné subcelularni frakce.
Soucasné je uvedeno grafické zpracovani téchto dat, kde jsou hvézdickou oznaceny
statisticky vyznamné hodnoty (* P < 0,05). Hodnoty specifickych aktivit jsou uvedeny se
smérodatnymi odchylkami, které¢ jsou zndzornény i v grafech. Specifické aktivity jsou
v grafickém provedeni vztazeny vzdy ke kontrolni skupiné (K), kterd byla inkubovéana

v samotném inkubaénim médiu.

6.1 Aktivita aldoketoreduktasy 1C

Vliv ABZ na aktivitu AKRIC byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakci.
Vysledné specifické aktivity AKR1C jsou uvedeny v Tab. 3. Grafické znazornéni
specifickych aktivit AKR1C je uvedeno na Obr. 8-10, pro kazdou z frakci oddélen€.

U enzymu AKRI1C v mitochondriich bylo prokazano statisticky vyznamné sniZeni
aktivity po inkubaci s 10 uM ABZ (viz Obr. 10). Také byl zaznamendn statisticky
vyznamny rozdil v aktivitich mezi kontrolnimi vzorky KOH a K, kde doSlo ke zvySeni
aktivity v kontrolni skupiné po 24h inkubaci (viz Obr. 8 a 10). U zbylych sledovanych

skupin vzorki nedoslo k vyznamnym zménam v aktivité enzymu AKR1C.

Tab. 3 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity AKR1C v ptislusnych subcelularnich frakcich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smerodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 8,16 + 0,465 4,77 1,89 7,80 + 0,720
KOH 6,72 £ 0,257 10,9 £ 2,50 5,88 £ 1,45
ABZ 1 8,53 +£0,599 7,51 £ 3,06 8,16 £0,538
ABZ 10 7,69 £ 0,574 5,29 +£4,79 6,24 + 0,427
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Obr. 8 Grafické porovnani specifickych aktivit AKR1C v cytosolu.
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Obr. 9 Grafické porovnani specifickych aktivit AKR1C v mikrosomech.
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Obr. 10 Grafické porovnani specifickych aktivit AKR1C v mitochondriich.
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6.2 Aktivita aldoketoreduktasy 1A1

Vliv ABZ na aktivitu AKRIAT1 byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakci.
Vysledné specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 4. Grafické znazornéni specifickych

aktivit je uvedeno na Obr. 11-13, pro kazdou z frakci oddélené.

U enzymu AKR1A1 v cytosolu byl zaznamenén statisticky vyznamny vzrast aktivity
po inkubaci s 1 uM ABZ i s 10 uM ABZ (viz Obr. 11). U zbylych sledovanych skupin

vzorki nedoslo ke statisticky vyznamnym zméndm v aktivité¢ enzymu AKR1AT.

Tab. 4 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity AKR1A1 v pfislusnych subcelularnich

frakcich, hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 18,95+ 2,16 10,14 + 0,643 9,24 + 0,966
KOH 17,85 £ 2,06 7,76 + 1,50 6,68 £ 1,46
ABZ 1 25,13 £4,19 14,16 £ 2,56 7,52 +£1,59

ABZ 10 25,28 £3,76 12,49 £1,12 6,28 +£ 0,224
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Obr. 11 Grafické porovnani specifickych aktivit AKRI1A1 v cytosolu.
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Obr. 12 Grafické porovnani specifickych aktivit AKRIA1 v mikrosomech.
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Obr. 13 Grafické porovnani specifickych aktivit AKR1A1 v mitochondriich.

6.3 Aktivita karbonylreduktasy

Vliv ABZ na aktivitu CBR byl stanoven u vSech tfi subcelularnich frakei. Vysledné
specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 5. Grafické znazornéni specifickych aktivit je

uvedeno na Obr. 14-16, pro kazdou z frakci oddélené.

U enzymu CBR byl v cytosolu zaznamenan statisticky vyznamny vzrast aktivity

po inkubaci s 1 uM ABZ (viz Obr. 14). Déle byl prokazan statisticky vyznamny pokles
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aktivity CBR v mitochondriich po inkubaci s ABZ v obou koncentracich (viz Obr. 16)

asoucasn¢ byl zaznamenadn statisticky vyznamny rozdil

v aktivitich CBR

v mitochondriich mezi skupinami K a KOH (viz Obr. 16). U zbylych sledovanych skupin

vzorkll nedoslo k vyznamnym zménam v aktivit¢ enzymu CBR.

Tab. 5 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity CBR v pfislusnych subcelularnich frakcich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 5,49 + 0,894 14,80 + 5,22 27,69 + 3,52
KOH 5,98 +£0,527 14,30 + 8,53 11,91 +2,38
ABZ 1 8,25+ 0,770 30,46 + 18,52 18,36 + 3,59

ABZ 10 7,04 £0,927 21,26 + 6,54 13,66 + 0,824
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Obr. 14 Grafické porovnani specifickych aktivit CBR v cytosolu.
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Obr. 15 Grafické porovnani specifickych aktivit CBR v mikrosomech.
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Obr. 16 Grafické porovnani specifickych aktivit CBR v mitochondriich.

6.4 Glutathionreduktasova aktivita

Vliv ABZ na glutathionreduktasovou aktivitu TGR byl stanoven pouze u cytosolické
frakce. Stanoveni probihalo dv€ma zpusoby, a to za pouziti fedéného a netfedéného
vzorku frakce. Vysledné specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 6. Grafické znazornéni

specifickych aktivit je uvedeno na Obr. 17 a 18.

Metodou stanoveni s nefedénym vzorkem frakce byla zaznamenana statisticky

vyznamné nizs$i glutathionreduktasova aktivita enzymu TGR v cytosolu po inkubaci
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v samotném inkuba¢nim médiu v porovnani s neinkubovanym vzorkem (viz Obr. 17).
Metodou stanoveni se zfedénym vzorkem tato zména aktivity zaznamenana nebyla.
U zbylych sledovanych skupin vzorki nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam

v glutathionreduktasové aktivité.

Tab. 6 V tabulce jsou uvedeny glutathionreduktasové specifické aktivity enzymu TGR, naméiené
v cytosolické frakci za pouziti metody s nefedénym vzorkem frakce a metodou s pétkrat fedénym
vzorkem frakce (oznaCeno pismenem Z). Hodnoty jsou wuvedeny v jednotkach

[nmol/min/mg] + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol cytosol (Z)
K 5,54 +0,123 3,58 £ 0,586

KOH 6,20 = 0,175 4,92+ 1,12

ABZ 1 5,15+0,238 344+ 1,11
ABZ 10 5,32+0,217 2,70 £ 0,509
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Obr. 17 Grafické porovnani specifickych glutathionreduktasovych aktivit enzymu TGR

v cytosolu, stanoveno metodou za pouziti nefedéného vzorku frakce.
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Obr. 18 Grafické porovnani specifickych glutathionreduktasovych aktivit enzymu TGR

v cytosolu, stanoveno metodou za pouziti zfedéného vzorku frakce.

6.5 Aktivita katalasy

Vliv ABZ na aktivitu CAT byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakci, z nichZ
u mitochondrialni frakce nebyla aktivita enzymu zaznamenana. Vysledné specifické
aktivity cytosolické a mikrosomalni frakce jsou uvedeny v Tab. 7. Grafické znazornéni

specifickych aktivit je uvedeno na Obr. 19 a 20, pro kazdou z frakci oddélené.

U enzymu CAT v cytosolu a mikrosomech nebyly prokdzany zadné statisticky

vyznamné zmény v aktivité.

Tab. 7 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity CAT v pfislusnych subcelularnich frakcich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [umol/min/mg] = smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 32,32+ 5,06 43,17 £24,94 /
KOH 24,76 £ 3,82 42,79 +£ 15,83 /
ABZ 1 34,87 £ 4,19 402,14 + 280,57 /
ABZ 10 37,35 £8,75 198,72 + 127,92 /
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Obr. 19 Grafické porovnani specifickych aktivit CAT v cytosolu.
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Obr. 20 Grafické porovnani specifickych aktivit CAT v mikrosomech.

6.6 Aktivita superoxid dismutasy

Vliv ABZ na aktivitu SOD byl stanoven u vSech tfi subcelularnich frakci. Vysledné
specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 8. Grafické znazornéni specifickych aktivit se

smérodatnymi odchylkami je uvedeno na Obr. 21-23, pro kazdou z frakci oddélené.

63



U enzymu SOD v cytosolu byl zaznamendn statisticky vyznamny vzrast aktivity
po inkubaci s 10 uM ABZ (viz Obr. 21). U zbylych sledovanych skupin vzorkii nedoslo

k vyznamnym zménam v aktivité enzymu SOD.

Tab. 8 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity SOD v pfislusnych subcelularnich frakcich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 1,64 £ 0,303 6,67 + 3,15 3,08 +£2.41
KOH 1,60 +0,270 10,50 + 5,47 2,18+ 1,28
ABZ 1 2,51 +£ 0,402 14,90 + 10,27 2,31 +1,74
ABZ 10 3,22 +0,657 9,89 +4,72 2,09 £ 1,10
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Obr. 21 Grafické porovnani specifickych aktivit SOD v cytosolu.

superoxid dismutasa
(mikrosomy)

301

201

specificka aktivita [nmol/min/mg]

+ R N
o P

\Q
A

?.

Obr. 22 Grafické porovnani specifickych aktivit SOD v mikrosomech.
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Obr. 23 Grafické porovnani specifickych aktivit SOD v mitochondriich.

6.7 Aktivita peroxidasy

Vliv ABZ na aktivitu Px byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakci. Vysledné
specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 9. Grafické znazornéni specifickych aktivit je

uvedeno na Obr. 24-26, pro kazdou z frakci oddélené.

U Px vecytosolu byl zaznamendn statisticky vyznamny vzrist aktivity enzymu
po inkubaci s 10 uM ABZ (viz Obr. 24). V mikrosomech byl prokdzan statisticky
vyznamny vzrast aktivity Px po inkubaci s 1 uM ABZ (viz Obr. 25). V mitochondriich
nebyla prokézana zadna aktivita Px v kontrolni skupiné K. U zbylych sledovanych skupin

vzorkl nedoslo k vyznamnym zménam v aktivité¢ enzymu Px.

Tab. 9 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity Px v pfislusnych subcelularnich frakcich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 0,285 +0,0953 0,85+0,25 /
KOH 0,427 £ 0,100 1,62 + 0,04 3,90 £ 0,24
ABZ 1 0,370 £ 0,0889 5,58 £0,55 6,23 + 2,89
ABZ 10 0,603 +0,0518 1,47 £0,39 2,97 +£0,52
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Obr. 24 Grafické porovnani specifickych aktivit Px v cytosolu.
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Obr. 25 Grafické porovnani specifickych aktivit Px v mikrosomech.
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Obr. 26 Grafické porovnani specifickych aktivit Px v mitochondriich.
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6.8 Aktivita glutathion-S-transferasy

Vliv ABZ na aktivitu GST byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakci.
U cytosolické frakce byla aktivita GST stanovena dvéma zplsoby, a to za vyuziti
netedénych a desetkrat zfedénych vzorkl (oznacenych pismenem Z). Vysledné specifické
aktivity stanovené s vyuzitim nefedénych vzorka frakci jsou uvedeny v Tab. 10.
V Tab. 11 jsou uvedeny specifické aktivity cytosolické frakce, které byly stanoveny
metodou za vyuziti zfedéného vzorku frakce. Grafické znadzornéni specifickych aktivit je

uvedeno na Obr. 27-30.

U enzymu GST v cytosolu byl zaznamenan statisticky vyznamny vzrist aktivity
po inkubaci s ABZ vobou koncentracich, a to pifi stanoveni aktivity metodou
s nefedénym vzorkem frakce (viz Obr. 27). Pii stanoveni aktivity metodou se ziedénym
vzorkem frakce nebyla v cytosolu zaznamenana zadna statisticky vyznamnd zména
v aktivité¢ enzymu. V mikrosomech bylo zaznamendno statisticky vyznamné zvySeni
aktivity GST po inkubaci s | uM ABZ (viz Obr. 28), a v mitochondriich bylo prokazano
statisticky vyznamné snizeni aktivity po inkubaci s 10 uM ABZ (viz Obr. 29). U zbylych

sledovanych skupin vzorkl nedoslo k vyznamnym zméndm v aktivité enzymu GST.

Tab. 10 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity GST v ptislusnych subcelularnich frakcich
stanovené metodou s nefedénym vzorkem, hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg]

+ smérodatnd odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 258,01 £ 8,68 232,37 £53,32 132,52 + 18,18
KOH 255,40 + 16,15 250,37 +£ 19,76 115,55 +£9,00
ABZ 1 394,74 £ 43,75 361,17 £ 50,42 123,85+ 19,53
ABZ 10 425,62 + 29,13 178,33 + 36,67 87,76 + 8,28
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Obr. 27 Grafické porovnani specifickych aktivit GST v cytosolu.
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Obr. 28 Grafické porovnani specifickych aktivit GST v mikrosomech.
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Obr. 29 Grafické porovnani specifickych aktivit GST v mitochondriich.
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Tab. 11 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity GST v cytosolické frakci stanovené
metodou s fedénym vzorkem, hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] +

smérodatnd odchylka.

Specificka aktivita Cytosol (Z)
K 825,60 + 153,74
KOH 783,99 + 46,80
ABZ 1 1020,33 £226,34
ABZ 10 926,22 + 215,55
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Obr. 30 Grafické porovnani specifickych aktivit GST v cytosolu, stanoveno metodou za pouZiti

ziedéného vzorku frakce.

6.9 Aktivita UDP-glukuronosyltransferasy

Vliv ABZ na aktivitu UGT byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakei. Vysledné
specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 12. Grafické zndzornéni specifickych aktivit je
uvedeno na Obr. 31-33, pro kazdou z frakci oddélené. U nékterych frakcich UGT
1 UGIcT smérodatné odchylky nejsou uvedeny, jedné se o ptipady, kdy byla nenulova

aktivita enzymu stanovena pouze u jednoho ze tii riznych jednotlivych stanoveni.

U enzymu UGT nebyla zaznamenéana zadna statisticky vyznamna zména v aktivité.
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Tab. 12 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity UGT v piislusnych subcelularnich frakcich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 3,22+ 1,77 7,80 3,80 £ 1,62
KOH 4,77 12,94 8,49
ABZ 1 2,69 + 1,48 0,87 4,56 +£0,19
ABZ 10 8,44 3,56 3,66 £2,53

UDP-glukuronosyltransferasa

—_ (cytosol)
[*)]

E 104

£

£

3

S

£ 6

S

"4

©

S 2

0

=

2 O

v A

Obr. 31 Grafické porovnani specifickych aktivit UGT v cytosolu.
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Obr. 32 Grafické porovnani specifickych aktivit UGT v mikrosomech.
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Obr. 33 Grafické porovnani specifickych aktivit UGT v mitochondriich.

6.10 Aktivita UDP-glukosyltransferasy

Vliv ABZ na aktivitu UGIcT byl stanoven u vSech tii subcelularnich frakci. Vysledné
specifické aktivity jsou uvedeny v Tab. 13. Grafické znazornéni specifickych aktivit je

uvedeno na Obr. 34-36, pro kazdou z frakci oddélené.
U enzymu UGIcT nebyla zaznamenéana Zadna statisticky vyznamna zména v aktivite.

Tab. 13 V tabulce jsou uvedeny specifické aktivity UGIcT v ptislusnych subcelularnich frakeich,

hodnoty jsou uvedené v jednotkach [nmol/min/mg] + smerodatna odchylka.

Specificka aktivita cytosol mikrosomy mitochondrie
K 0,46 + 0,42 13,06 + 3,56 7,02
KOH 0,45 £ 0,37 15,64 0,96 + 0,80
ABZ 1 2,32+ 1,22 15,22 0,93
ABZ 10 2,52+ 1,13 / 0,39 +£0,11
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Obr. 34 Grafické porovnani specifickych aktivit UGICT v cytosolu.
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Obr. 35 Grafické porovnani specifickych aktivit UGIcT v mikrosomech.
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Obr. 36 Grafické porovnani specifickych aktivit UGIcT v mitochondriich
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7 DISKUSE

Cilem této prace bylo stanoveni vlivu ABZ na aktivitu vybranych enzymt tasemnice
krysi. Divodem pro tuto studii je nedostatek informaci o aktivitich enzymu
metabolizujicich xenobiotika a zejména jejich roli v mozném vzniku anthelmintické
rezistence. Je zndmo, zZe nejen tasemnice, ale 1 ostatni helminti se dokdzi toxickému vlivu
anthelmintik branit c¢innosti enzymi metabolizujicich xenobiotika a cinnosti
transportnich proteind (Bartikova et al., 2012). A pravé zvySena aktivita enzymil
metabolizujicich xenobiotika pfispiva k dalSimu snizeni Gc¢innosti terapie a soucasné

muze byt spojena se vznikem lékové rezistence u helmintt (Vokial et al., 2013).

Zvyseni aktivity vybranych enzymi H. diminuta po inkubaci s ABZ bylo v této praci
prokazano, a to zejména v cytosolické a mikrosomalni frakci. V mitochondriich byl

naopak zaznamenan v aktivit¢ nékterych enzymu pokles.

Je znamo, Ze u tasemnice krysi nevznikaji Zadné metabolity ABZ (Bartikov4 et al.,
2012). Pres tuto skutecnost méla inkubace s ABZ vliv na aktivitu nékterych enzymi.
Z enzymu prvni faze biotransformace doslo k signifikantnimu zvySeni aktivity AKR1A1
v cytosolické frakei po inkubaci s ABZ v obou koncentracich (viz Obr. 11). RovnéZ byla
zaznamenana zvysena aktivita u n€kterych primarné antioxidacnich enzymi, které se
u helmintd pravdépodobné také podileji na oxidacnim metabolismu xenobiotik (Prchal et

al., 2014).

Z konjugacnich enzyml druhé faze biotransformace bylo v cytosolu prokazéno
signifikantni zvySeni aktivity GST po inkubaci s ABZ vobou koncentracich
(viz Obr. 27), stejné tak v mikrosomech bylo zaznamenano zvyseni aktivity po inkubaci
s 1 uM ABZ (viz Obr. 28). Dle dostupné literatury dosud nebyl u helmintti objeven zadny
konjugovany metabolit anthelmintika s glutationem, pfesto byla aktivita GST
po vystaveni ABZ zvySena. Ke zvySeni aktivity by mohlo dochézet v souvislosti se
znamou schopnosti GST u helmintl nespecificky vazat anthelmintika a jiné lipofilni
latky, coz je povazovano za pasivni detoxifika¢ni mechanismus (Brophy and Barrett,

1990; Matouskova et al., 2016).

Vysledné specifické aktivity enzymi jsou v této praci uvedeny vzdy jako pruméry
minimalné tfi jednotlivych stanoveni se smérodatnou odchylkou. Jedinou vyjimkou jsou

aktivity enzymi AKR1AI1, UGT a UGIcT mikrosomalni frakce u vzorki, které byly
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inkubovany s 10 uM ABZ. Zde byl pramér stanoven pouze ze dvou hodnot specifickych
aktivit z divodu nedostatku vzorku. Tyto aktivity by bylo vhodné ovéfit a doplnit dal$Sim

méienim, protoze vysledek stanoveny pouze ze dvou hodnot by mohl byt zkresleny.

Nekteré vysledné specifické aktivity maji pomérné vysoké hodnoty smérodatnych
odchylek. Jednd se nejCastéji o enzymy mikrosomalni frakce jako naptiklad AKRI1C
(viz Obr. 9), CBR (viz Obr. 15), CAT (viz Obr. 20), SOD (viz Obr. 22) a také
o mitochondrialni SOD (viz Obr. 23) a Px (viz Obr. 26). V téchto ptipadech by bylo
vhodné rovnéz aktivity ovéfit dalSim méfenim. Naptiklad u CAT v mikrosomech je
z grafu (viz Obr. 20) patrné zvyseni aktivity enzymu po inkubaci s ABZ, které ale neni
statisticky vyznamné, ziejm¢ pravé z divodu vysoké smérodatné odchylky. V piipadé
mitochondridlni Px nebyla pfi naSich méfenich viibec prokdzana aktivita enzymu
u kontrolni skupiny K (viz Obr. 26). Zde by bylo opét vhodné ovéfit tento vysledek
dalsim méfenim, protoze aktivita kontrolni skupiny KOH a obou skupin vzorkl
ovlivnénych ABZ u této frakce prokdzana byla a v minulosti byla také prokézéna

(Bartikova et al. 2012).

Bartikova et al. (2012) stanovili aktivitu vybranych enzyml H. diminuta, mezi
kterymi byly také enzymy UGT a UGIcT, kde aktivita byla prokdzéna pouze
v mitochondrialni frakci u enzymu UGIcT. Tato dfive stanovend aktivita UGlcT
v mitochondriich se shoduje s aktivitou stanovenou v této praci (aktivita kontrolni
skupiny KOH). U zbylych subcelularnich frakcich byly v této praci u obou
UDP-glykosyltransferas stanoveny jak aktivity nulové, ktera odpovidaji pfedeslému
vyzkumu, tak aktivity nenulové. Proto by bylo vhodné dal§im méfenim ovéfit a doplnit,
zda je aktivita UGIcT u H. diminuta ptitomna skutecné pouze v mitochondriich a zda

opravdu neni v Zadné subcelularni frakci pfitomna aktivita UGT.

Ve vyzkumu Bartikova et al. (2012) byla také zkouména u H. diminuta aktivita
enzymu GST, ktera byla prokdzana pouze v cytosolu. V této praci byla aktivita GST
stanovena u vSech subcelularnich frakci. Specificka aktivita v cytosolu odpovida diive

stanoven¢ aktivité a aktivita v mikrosomech dosahuje podobnych hodnot (viz Tab. 10).

Zajimavosti  jsou cytosolické aktivity GST (viz Obr. 27 a 30)
a glutathionreduktasové aktivity enzymu TGR (viz Obr. 17 a 18), které byly v ramci této
prace stanoveny dvéma zpiisoby, a to za pouziti fedénych a nefedénych vzorkt frakci.

U obou enzymi byla pfi stanoveni s nefedénym vzorkem frakce zaznamenana statisticky
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vyznamna zména v aktivité, kterd ovSem nebyla stanovena metodou s fedénym vzorkem

frakce.

Inkubac¢ni médium, doba inkubace, nebo stres spojeny s izolaci a inkubaci mohli mit
rovnéz vliv na vyslednou aktivitu vybranych enzymut. Porovnanim dvou kontrolnich
skupin bylo zjisténo zvySeni aktivity enzymit AKR1C (viz Obr. 10) a CBR (viz Obr. 16)
v mitochondriich a enzymu AKRI1C v cytosolu (viz Obr. 8) po inkubaci v samotném
inkubac¢nim médiu. Je tedy mozné, Ze u téchto enzymt se ve stanovenych hodnotach

specifickych aktivit promitl nejen vliv ABZ, ale také vliv samotné inkubace.
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8 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjisténi, zda mad ABZ vliv na aktivitu
vybranych enzymu u tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta). Vliv ABZ na aktivitu
enzymli byl stanoven u cytosolické, mikrosomélni a mitochondridlni frakce.

Pro experiment byly pouzity dvé rizné koncentrace ABZ, ato 1 uM a 10 pM.

Bylo prokazano, Ze po inkubaci s ABZ v 1 uM koncentraci byla v cytosolu zvySena
aktivita enzymi AKR1A1, CBR a GST. Déle byla prokdzana zvySena aktivita u enzymu
AKR1A1, SOD, Px a GST vcytosolu po inkubaci v ptfitomnosti 10 uM ABZ.
V mitochondriich bylo prokazéano snizeni aktivity enzymu CBR po inkubacis 1 pM ABZ
a sniZeni aktivity enzyml AKRIC, CBR a GST po inkubaci s 10 uM ABZ.
V mikrosomech bylo prokdzano zvyseni aktivity enzyml Px a GST po inkubaci s ABZ
v 1 uM koncentraci. A soucasn€ nebylo zaznamendno zadné ovlivnéni aktivity enzymu

v mikrosomech po inkubaci s ABZ v 10 uM koncentraci.

DalS$im cilem této prace bylo porovnani aktivit enzyml dvou rtznych kontrolnich
skupin a na zdkladé¢ téchto informaci urcit, zda méla inkubace v samotném inkubac¢nim
médiu vliv na aktivitu enzyml H. diminuta. Bylo prokdzéano, ze 24 hodinova inkubace
v samotném inkuba¢nim médiu zvysila aktivitu enzymid AKRIC a CBR
v mitochondriich. Déle bylo prokdzano zvySeni aktivity enzymu AKRI1C v cytosolu
asoucasn¢ sniZzeni glutathionreduktasové aktivity enzymu TGR v cytosolu.
V mikrosomech nebylo prokdzano zadné ovlivnéni aktivity enzymu na zéklad¢ inkubace

v samotném inkuba¢nim médiu.

Je znamo, ze H. diminuta neni schopna ABZ metabolizovat (Bartikova et al., 2012).
Ale soucasné bylo v této praci prokdzéano, ze pritomnost ABZ méla vliv na aktivitu
nékterych enzyml H. diminuta. Tento fakt poukazuje na to, ze ABZ je schopny ovlivnit
aktivitu enzymQ H. diminuta, ptrestoze neni jejich substraitem. Vysledky této prace
podpoftily hypotézu, Ze enzymy metabolizujici xenobiotika jsou spojeny se vznikem

1ékové rezistence u tasemnic.
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