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Abstrakt

V této bakalarské praci jsou popsadny mechanismy ucinku metronidazolu a rezistence
k tomuto chemoterapeutiku u tifi anaerobnich eukaryotickych patogenti (7. vaginalis,
G. intestinalis a E. histolytica). Nemoci zpusobované t€mito tfemi patogeny patii na seznam
opomijenych nemoci, piestoze ndm mohou zplsobovat vazné komplikace. Metronidazol
pusobi pouze v buitkkach organismi s anaerobnim metabolismem. Do buiiky metronidazol
vnika pasivni difuzi a poté musi byt aktivovan redukci nitroskupiny. Mechanismus aktivace
metronidazolu enzymy energetického metabolismu v hydrogenosomech, déale cytosolicka
thioredoxin reduktdza a nitroreduktdzy. Metronidazol plsobi poskozeni bunék tremi
hlavnimi zpisoby — poskozeni DNA a proteint nitroradikaly, tvorba kovalentnich vazeb
s proteiny a kovalentnich vazeb s thioly. Patogeni se mohou proti 1é¢ivu branit omezenim
jeho aktivace zvySenim vnitrobunééné koncentrace kysliku nebo ztradtou energetického
metabolismu v hydrogenozomech. VétSinou jsou tyto zplisoby obrany spjaty se zménou ve
fyziologii patogena a také se snizenim jeho zivotaschopnosti. Z alternativ k metronidazolu
v 1é¢bé trichomoniazy jsou nejlepSimi kandidaty benzimidazolové derivaty a furazolidon. U

vSech moznych alternativ je ale nutné jesté provést klinické testy.

Kli¢ova slova: metronidazol, rezistence, Trichomonas, Giardia, Entamoeba, alternativy,

1€k, hydrogenozom,



Abstract

The aim of this bachelor thesis is to desbribe mechanisms of resistance to metronidazole in
three anaerobic eukaryotic pathogens (7. vaginalis, G. intestinalis, E. histolytica). Diseases
caused by these pathogens belong to the list of important but currently neglected diseases.
Metronidazole acts only on microbes with an anaerobic metabolism. The drug enters the cell
by passive diffusion and needs to be activated by reduction of the nitro group. Mechanisms
of activation are different for every pathogen. Enzymes bound with energetic metabolism in
hydrogenosomes, cytosolic thioredoxin reductase and nitroreductases play a major role in
the activation. The drug damages cells in three ways — DNA damage, formation of covalent
bonds with proteins, and covalent bonds with thiols. Pathogens have specific mechanisms to
defend themselves against the drug. They can either down-regulate enzymes that activate
metronidazole, reduce it to non-reactive aminoimidazole or they can increase the
intracellular concentration of oxygen which leads to deactivation of the drug by futile
cycling. These mechanisms are bound with physiological changes and subsequently with
lowered viability of these pathogens. Furazolidone and benzimidazole derivatives are the
best candidates to become an alternative to metronidazole for the treatment of

trichomoniasis. Clinical trials are necessary for every probable alternative.

Key words: metronidazole, resistance, Trichomonas, Giardia, Entamoeba, alternatives,

cure, hydrogenosome
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1. Uvod

Boj s patogennimi organismy, at’ uz prokaryotnimi, eukaryotnimi nebo virovymi, je ¢asto
béhem na velmi dlouhou trat. Stejné jako my mame své mechanismy obrany, ony maji ty
své. Jednim z jejich vyznamnych mechanismi je rezistence k 1é¢iviim. Ke kazdému 1é¢ivu
a u kazdého patogenniho organismu se mechanismy rezistence znacné lisi a jejich objasnéni
a pochopeni je v boji s nimi velmi dilezitym krokem. Tento krok muze vést k vyvoji novych
ucinngjsich 1éciv, kterd se mohou zaslouzit bud’to o ¢astecnou nebo v extrémnich piipadech
uplnou eradikaci dané¢ho patogenniho organismu. Tudiz je tieba se této problematice fadné
vénovat, mechanismy rezistence objasnit a ziskané poznatky déle vyuzit.

Cilem této bakalatské prace je vytvofit ucelenou literarni reSerSi zamétenou na shrnuti
mechanismi rezistence vybranych anaerobnich eukaryotnich patogennich organismu k vice
nez pul stoleti uzivanému, stale relativné spolehlivému a mnohdy jedinému antibiotiku
uzivanému v boji s témito patogeny — metronidazolu. Nejprve se zamétim na charakterizaci
onemocnéni, kterd tito patogeni zpusobuji, poté na samotny metronidazol — jeho historii,
mechanismy aktivace, cytotoxické ucinky a mechanismus rezistence danych patogend.
Nakonec bych rad shrnul znalosti o 1é¢ivech, ktera slouzi, nebo by mohla v budoucnu slouzit
v 1é€be¢ danych infekci jako vhodna alternativa.

Poznatky ziskané psanim této bakaldiské prace bych v budoucnu rdd v mensim ¢i

vetsim rozsahu vyuzil béhem svého dalsiho studia.



2. Charakteristika vybranych patogenti a onemocnéni

Tato prace bude zaméfena na mechanismy rezistence tfech patogennich organismu:
Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis a Entamoeba histolytica. V nésledujicich

kapitolach si tyto tii patogeny spole¢né s onemocnénimi, ktera zptisobuji, vice ptiblizime.

2.1. Trichomoniaza a Trichomonas vaginalis

Trichomoniaza je infekce lidské urogenitalni soustavy zptisobena patogenem 7. vaginalis.
Uvadi se, ze jde o nejcastéjsi lidské nevirové sexualné prenosné onemocnéni na svéte. Podle
odhadu Svétové Zdravotnické Organizace (WHO) z roku 2008 pribyde kazdoro¢né az 276,4
miliont novych ptipadl infekce 7. vaginalis, z ¢ehoz patrné vétSina pochazi z rozvojovych
zemi (WHO, 2012). PfestoZze jde o vyznamné rozSifené onemocnéni, neni mu vénovana

takova pozornost, jakou by si zaslouzilo. To je dano tim, Ze nezpisobuje pfimo smrt, a tim,

ze mnoho lidi neni obeznameno s jeho vaznymi nasledky (Menezes et al., 2016).

2.1.1. Trichomonas vaginalis

Zivotni cyklus tohoto patogena je velmi jednoduchy. Pievazuje pohybliva forma trofozoita,
ktera je jedinym infekénim stadiem. Trofozoit se vyznacuje Ctyfmi volnymi biciky, paty
bicik pak lemuje undulujici membranu (Kulda et al., 1986). Nejcharakteristi¢téjsi organelou
T. vaginalis je hydrogenozom, coz je redukovand mitochondrie. Pro hydrogenozom je
charakteristicky anaerobni metabolismus pyruvatu a maldtu za vzniku molekularniho
vodiku. Od toho je ostatné 1 odvozen jeho nazev. Dale obsahuje hydrogenozom enzymy
odpovédné za vznik zelezosirnych (FeS) skupin (Schneider ef al., 2011). Tvar téla mize byt
rizny. V cisté axenické kultufe je nejcastéji hruskovity nebo ovalny. Jakmile ale dojde v téle
hostitele k pfichyceni na vaginalni epitel, bere na sebe trofozoit améboidni podobu, ¢imz
zvétSuje povrch, kterym miize s bunkami epitelu interagovat. 7. vaginalis vyuziva k adhezi
Sirokou Skalu molekul hostitelského povrchu — od cukri pfes proteiny az po nékteré
lipofosfoglykany (Vilela and Benchimol, 2011). V Zivotnim cyklu 7. vaginalis chybi
stadium cysty a mimo télo hostitele tento parazit pfeziva jen velmi kratkou dobu (Honigberg
and Brugerolle, 1990). Za urcitych podminek (naptiklad nedostatek zivin) ale vytvari
T. vaginalis formy cystam podobné, tzv. pseudocysty. Pseudocysty vznikaji reverzibilni
invaginaci bi¢ikd, aniz by dochézelo k vytvareni néjaké silné stény, a pomahaji 7. vaginalis

pfezivat po urcitou dobu ve stresovém prostiedi (Beri et al., 2020).



2.1.2. Pfenos, priznaky, rizika

T. vaginalis je patogenem pouze lidskym a pfenasi se prevazné sexudlnim kontaktem.
Ptestoze je to malo pravdépodobné, nékteré studie naznacuji, ze by mohlo dochazet k
prenosu infekce 1 vodou (Crucitti et al., 2011) a pfes jiné kontaminované objekty
(Whittington, 1957).

Patogen napada nejcastéji mocCovou trubici, pochvu a vulvu. Az 80% infekei je
asymptomatickych (Allsworth et al., 2009) a u téch symptomatickych se mohou ptiznaky
vyrazn¢ liSit. Mezi ptiznaky u Zen patii zelenozluty a silné zapachajici vytok z pochvy,
svédéni, podrazdéni, paleni béhem moceni a zarudnuti posevni sliznice. Infekce muze
zpisobovat vaginitidu, uretritidu a Casto vede, kvili zvySeni pH vedoucimu ke snizené
koncentraci bakterie Lactobacillus acidophilus, k namnozeni anaerobnich bakterii
zpisobujicich bakteridlni vagindzu (Rein, 1990). Podle n¢kterych studii ma trichomonidza
vliv na prib¢h téhotenstvi a mlize vést k pred¢asnému porodu nebo az potratu (Silver et al.,
2014). Nelécena infekce u muza zvySuje riziko rakoviny prostaty (Sutcliffe ef al., 2012; Twu
etal.,2014). U Zen je tato infekce spojovéana se zvySenym rizikem rakoviny déloZniho ¢ipku
(Kharsany et al., 1993). Nelécend trichomoniaza miize v extrémnich pfipadech vést u muzi
az k neplodnosti (Gimenes et al., 2014) a n¢které studie naznacuji, ze infekce 7. vaginalis
zvySuje pravdépodobnost jak nakazeni virem HIV, tak jeho nésledného pienosu (Quinlivan

etal.,2012).

2.2. Giardioza a Giardia intestinalis

Giardidza je stfevni infekce zplisobena mikroaerofilnim patogenem G. infestinalis. Uvadi
se, ze je infekce G. intestinalis nejcastéjsi pri€inou prijmovych onemocnéni. Odhaduje se,
ze se kazdoro¢né€ nakazi az 280 miliont lidi, z ¢ehoz k vétSin€ infekci patrné dochazi
v rozvojovych zemich (Lane and Lloyd, 2002). V n¢kterych zemich se uvadi az 50%
prevalence v détskych kolektivech (Almirall et al., 2013).

2.2.1. Giardia intestinalis

G. intestinalis je parazitem s velmi charakteristickou morfologii. V zivotnim cyklu jsou
zndmy dvé formy. Prvni forma je pohybliva a bicikatd — trofozoit. Druha forma je
nepohybliva s pevnou sténou — cysta. T¢lo trofozoita ma tvar kapky a pohybuje se pomoci
Ctyt part bicika. Uvnitf buitky mizeme pozorovat dve jadra a par medidlnich télisek, coz
dava G. intestinalis na barvenych preparatech jeji charakteristicky vzhled. Dalsi vyznamnou
¢asti trofozoita je ventralni pfisavny disk, ktery patogen vyuzivd k adhezi k bunikdm
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sttevniho epitelu (Gillin et al., 1996). Nejcharakteristitéj$i organelou G. intestinalis je
mitozom, coz je jesté vice redukovana mitochondrie, nez jak tomu je u hydrogenozomu.
V mitozomu uz vlbec neprobihd energeticky metabolismus a jedinym znadmym
metabolickym procesem je biosyntéza zelezosirnych (FeS) skupin (Tovar et al., 2003;
Martincova et al., 2015).

Clovek se nakazi pozienim infekénich stadii — cyst. Ty jsou ovalné s pevnou sténou.
Uvniti kazdé z nich miizeme pozorovat Ctyii jadra. To je zaptiCinéno tim, Ze po encystaci
dochazi k jednomu mitotickému déleni jader, které ovSem neni nésledovano cytokinezi
(Jirdkova et al., 2012). Cysty prochazi zaludkem, v dvanactniku se jejich pevné stény
rozpusti ptisobenim protedz a kazda z nich d4 vzniknout dvéma dvoujadernym trofozoittim.
Trofozoiti se ve stfevé vyskytuji bud'to voln€, nebo pfichyceni k epitelidlnim buiikdm
tenkého stfeva. Své poCty zvétSuji asexudlné bindrnim podélnym délenim (Gillin et al.,
1996). Déleni buniky probiha ve tiech fazich, které se od sebe lisi jak délkou, tak i tim, jestli
je buiika prichycena, nebo volné pohybliva. Buiika zacinad déleni pfichycena k epitelu
tenkého stfeva, probéhne mitdza, vzniknou nové piisavné disky a dojde k semi-
konzervativnimu rozdéleni bi¢ikii mezi budouci dcefinné buiiky. Aby se bunka mohla
rozdélit na dvé dcefinné buiiky, musi na nékolik malo minut piejit do faze plovouci. Vzniklé
dcefinné bunky jsou ovSem stale spojeny tenkym cytoplazmatickym mostem. K uplnému
oddéleni a maturaci dochéazi az v posledni fazi (dlouhé az 50 minut), ve které se musi tyto
dvojice bunék znovu pfichytit k epitelu tenkého stieva (Nohynkova ef al., 2006; Timova
et al., 2007). K encystaci dochazi v tlustém stieve a cysty odchéazi ven se stolici. Ve vlhkém

prostiedi dokdzi prezit mimo télo i nékolik mésicii (Bean, 2005).

2.2.2. Prenos, priznaky, rizika
K pfenosu dochdzi pozienim kontaminovaného jidla, piti nebo fekalné&-ordlni cestou.
G. intestinalis se d€li do osmi genotypl s Sirokou Skdlou hostitell, jako jsou nékteré druhy
primatd, hospodarska zvifata, psi, kocky a néckolik dalSich druhti volné Zijicich savci.
Clovéka mohou infikovat giardie genotypu I. a II. (Feng and Xiao, 2011; Ryan and Caccio,
2013; Heyworth, 2016).

Uvadi se, Ze 5-15 % infekci ¢loveka je asymptomatickych (Hill, 2001). U ostatnich
jsou nejcastéjSimi symptomy akutni giardidzy bolesti bficha, horecka, nadymani a prijmy.

vrwe

zhorSend absorpce stieva je zplisobena tim, Ze se trofozoiti namnozi do takovych pocta, ze
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pokryvaji cely povrch epitelu tenkého stfeva (Hanevik et al, 2007). V chronickych
ptipadech u déti mize mit nemoc vliv na jejich vyvin (Nygard et al., 2006). Nékdy ma
giardidza nasledky pietrvavajici 1 nékolik mésic az let po vyléceni, napiiklad syndrom

drazdivého tra¢niku nebo chronickou unavu (Hanevik et al., 2014).

2.3. Amébéza a Entamoeba histolytica
Améboza je infekce stiev zplisobend parazitem E. histolytica. Uvadi se, ze se kazdorocné

timto parazitem nakazi az 50 miliont lidi, a z toho Ze nésledktim této infekce kazdorocné

podlehne 50 000—100 000 nakazenych (Walsh, 1986; WHO, 1997; Lozano et al., 2012).

2.3.1. Entamoeba histolytica

U tohoto patogena pievladaji dvé formy; pohyblivy trofozoit a nepohybliva cysta. Trofozoit
se vyznacuje charakteristickymi eruptivnimi pseudopodii. Ta vyuziva ptrevazné k pohybu
a k procesu fagocytozy (Tanyuksel and Petri Jr, 2003). Specifickym procesem je u améb
trogocytoza. To je proces, béhem kterého pii styku s riznymi bunkami (od epitelidlnich
bun¢k az po bunky imunitniho systému) améba pohlcuje jejich fragmenty, coz vede pies
zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych kationtli k bunééné smrti napadené buiky.
Trogocytdza je vyznamna jak pii pronikéni z lumen stfeva do krevniho fecisté, tak pfi tvorbé
abscesil béhem extraintestinalni faze (Ralston et al., 2014).

Cytoplazma E. histolytica je rozdélena na ektoplazmu a endoplazmu. Velmi dlouho se
mélo za to, Ze u tohoto patogena doSlo k vymizeni vétSiny organel. Neni tomu tak.
V endoplazmé mizeme nalézt velké mnozstvi méchyikl. Neékteré z nich ptedstavuji
redukovany Golgiho komplex, jiné hladké endoplazmatické retikulum (Dacks et al., 2003;
Bredeston ef al., 2005). Dale tam lze nalézt ribozomy, polyribozomy a mitozomy (Tovar ef
al., 1999; Ghosh et al., 2000).

Cysty jsou infekénim stadiem. Jsou ctyfjaderné, nepohyblivé s pevnou chitinovou
sténou. Infekce zacina jejich pozienim. Pevna chitinova sténa ochrani cysty pted nizkym pH
travicich s§tav (Das et al., 2006). Cysty projdou skrz zaludek a tenké stievo az na rozhrani s
tlustym stfevem, kde dochézi k excystaci. Kazda cysta d4 vzniknout osmi jednojadernym
trofozoitiim formy minuta (neinvazivni forma). Trofozoiti ve forme minuta se ve stieve zivi
bakteriemi a traveninou, adheruji epitelidlni buiky stfeva a nijak zvlast (v porovnani
s invazivni formou) hostiteli neSkodi. Mnozi se asexudlné bindrnim délenim a sviij Zivotni

cyklus uvnitf hostitele zakoncuji encystaci. Cysty poté odchazi z t€la spolecné se stolici.



Nékteti trofozoiti ale pfechazi z formy minuta na invazivni formu magna, unikaji
z lumen stfeva, napadaji stievni sliznici a piisobi amébovou dysenterii (Tanyuksel and Petri
Jr, 2003). K této transformaci dochéazi penetraci mukozy (atrofie mukdzy zplsobena
naptiklad nutri¢nim deficitem), ktera za normalnich podminek funguje jako bariéra chranici
stievni epitel a kterd snizuje pohyblivost trofozoitli vazbou lektinu, ktery E. histolytica
vyuziva k adherenci (Chadee et al., 1987). Forma magna je jakési slepa ulicka v zivotnim
cyklu, ktera uz dale neni schopna vytvaret cysty. Ve stievni submukoéze vytvari jedinci této
formy lahvicovité 1éze. Améby se dale (po prasknuti lahvicovité 1éze) dostavaji do krevniho
fecisté a napadaji predevsSim jatra, ale i dal$i organy vcetné mozku (Adams and MacLeod,

1977, Villiers and Durra, 1998).

2.3.2. Prenos, priznaky, rizika

K ptenosu dochézi vétSinou pozienim cystami kontaminovaného jidla nebo vypitim cystami
kontaminované vody. Mozna je také infekce ordlné-andlnim sexualnim kontaktem (Phillips
et al., 1981). Kromé¢ lidi mlze E. histolytica infikovat n€které druhy primatl, kocky a psy
(Wittnich, 1976; Shimada et al., 1992; Regan et al., 2014; VIckova et al., 2018).

Uvadi se, Ze az u 90 % infekci E. histolytica nejsou symptomy bud'to zadné nebo jsou
jen velmi mirné (Gatti et al., 2002), avSak 1 asymptomaticti lidé se musi 1éCit. Jsou bud’to
pfenaSeci cyst nebo se u nich po urcité dobé mohou ptiznaky nakonec také projevit.
Amébozu dé€lime na neinvazivni, invazivni a na extraintestindlni. Zakladnimi pfiznaky
amébové dysenterie jsou bolesti bficha, priijmy s piimési krve a hlenu, ¢asto horecka a ve
20 % ptipadt dochdzi k vyraznym ztratdm na vaze (Reed, 2000). U extraintestinalni
amébozy dochéazi nejcastéji ke vzniku jaternich abscesii. Méné cCasté jsou pak abscesy
mozkové a rozsiteni do pohrudnice a osrdecniku (Adams and MacLeod, 1977; Villiers and

Durra, 1998).



3. Metronidazol

3.1. Struktura metronidazolu

Metronidazol je slouCeninou patiici do skupiny 5-nitroimidazoll. 5-nitroimidazoly jsou
skupinou sloucenin tvofenych aromatickym imidazolovym kruhem s navazanou
pro cytotoxickou aktivitu nitroimidazoll. 5-nitroimidazoly se od sebe liSi substituenty na
prvnim nebo druhém atomu kruhu. V piipadé metronidazolu je na prvnim atomu kruhu
navazan 2-hydroxyethyl, na druhém atomu methyl. Naptiklad tinidazol (blizky ptibuzny
metronidazolu) mé na prvnim atomu kruhu navazan 2-ethylsulfonylethyl (Ang et al., 2017).

Struktura metronidazolu je zobrazena na Obrazku 1.

3.2. Pouziti metronidazolu
Metronidazol byl vynalezen plvodné jako 1€k proti infekcim zplisobenych patogenem
T. vaginalis. Vznikl jako synteticky derivat azomycinu (2-nitroimidazol), slouceniny
produkované nékolika zastupci skupin Actinobacteria a Proteobacteria (Cosar and Julou,
1959). Od té doby se jeho vyuziti, co se tyce poctu patogentl, proti kterym pisobi, velmi
rozsifilo. Brzy na to doSlo k dal§imu vyznamnému objevu — u¢inku metronidazolu proti
sttevnimu patogenu G. intestinalis (Schneider, 1961). Nasledné se pfislo na to, Ze je u€inny
1 proti dal§imu stfevnimu patogenu — E. histolytica (Powell et al., 1966). Zde vSak vyuziti
metronidazolu zdaleka nekon¢i. Do konce 20. stoleti se na seznam patogend, proti kterym
metronidazol plsobi, ptidaly jesté¢ Dientamoeba fragilis (Preiss et al., 1991), Blastocystis
hominis (Zierdt et al., 1983) a n€kolik zastupcii anaerobnich a mikroaerofilnich bakterii —
Fusobacterium fusiforme, Bacteroides fragilis, Helicobacter pylori a Clostridium spp. (Fiizi
& Csukas, 1969; Nastro & Finegold, 1972; Hirschl et al., 1988).

Metronidazol je u¢inny predevs§im v buiikach organismt s anaerobnim metabolismem.
To je dano jeho mechanismem aktivace, ktery bude popsan v dalsi kapitole. Metronidazol
se musi stat alternativnim akceptorem elektroni, aby doslo k redukci nitroskupiny. PfenaSe¢
s vysS8im redoxnim potencialem ma vzdy vétsi tendenci pfijmout elektron nez ten s niz$im
redoxnim potencidlem. U anaerobnich organisml figuruji pfenaSece o velmi nizkém
redoxnim potencidlu, niz§im, nez ma nitroskupina metronidazolu. Nitroskupina
metronidazolu ma ovSem o dost nizsi redoxni potencidl, nez maji pienasece v buitkach
organismu s aerobnim metabolismem (Smith and Edwards, 1995). V buiikach aerobt tedy

k redukci metronidazolu téméi nedochazi (Edwards et al., 1973). K tomu se navic v
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ptitomnosti kysliku metronidazol zpétné oxiduje, ¢imz se stdva znovu neaktivnim (Obr. 1,2).

Tento proces se nazyva jalovy cyklus (Reakce 1) (Mason and Holtzman, 1975).

Reakce 1: Jalovy cyklus. Nitroradikalovy aniont se ve vysoké koncentraci kysliku zpétné
oxiduje za vzniku metronidazolu a superoxidového aniontu.
Pfevzato a upraveno z Edwards, (1993).

R-NO; + O2 = R-NO; + O7~

3.3. Mechanismus aktivace metronidazolu

Stejné jako ostatni nitroimidazoly, vstupuje metronidazol do buiiky v podob¢ neaktivniho
prekurzoru, ktery je aktivovan az redukei nitroskupiny uvniti bunék patogend. Do dnesniho
dne nebyly objeveny zadné specifické transportéry, které by usnadnovaly jeho vstup do
bunck. Predpoklada se tedy, Ze do buiiky pronika pasivni difuzi (Miiller and Gorrell, 1983).
Pro pasivni difuzi je tieba urcity koncentracni gradient, ktery je udrzovan redukci
nitroskupiny metronidazolu uvniti bunky (Ings et al., 1974).

Neni zcela jasné, ktery z intermediati (Obr.1) je hlavni cytotoxickou formou. U
klasickych nitroaromatickych sloucenin je tfeba dodat celkem Sest elektronil, aby doslo
podle Reakce 2 k redukci nitroskupiny az na aminoskupinu (Ings et al., 1974). V ptipadé
nitroimidazolt vétSinou ale k redukci az na aminoskupinu nedochazi. Podle jednoho nazoru
se tato reakce v pifipad€ nitroimidazolli zastavuje po prvnim kroku. Podle tohoto ndzoru
vzniké po prvnim kroku redukce nestabilni nitroradikalovy aniont, ktery se nasledné rychle
rozpada na nitritovy aniont a imidazolovy radikal. Rozpadem by bylo zabranéno dalSimu
kroku redukce. Nitritovy aniont by mél byt v tomto piipad¢ hlavnim cytotoxickym agens
(Edwards et al., 1980). Podle jiného ndzoru by hlavnimi cytotoxickymi formami mohly byt
bud'to nitrosové nebo hydroxylaminové intermediaty, které vznikaji naslednymi kroky

redukce (Ings et al., 1974; Leitsch et al., 2007, 2009).

Reakce 2: Klasicky mechanismus redukce nitroskupiny nitroaromatické slouceniny na
aminoskupinu v&etné vSech vznikajicich intermediatu.

Zleva doprava mlzeme vidét nitroslou¢eninu, nitroradikalovy aniont, nitrosovy, poté
hydroxylaminovy intermediat a nakonec amin.

Pfevzato a upraveno z Edwards, (1993).

R-NO; (+ 1¢7) = R-NO; (+ 1e”) = R-NO (+ 2e") = R-NHOH (+ 2e") = R-NH2
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Obr. 1: Aktivace metronidazolu a jeho cytotoxicita v bufikach mikroaerofili a anaerobd.
Metronidazol vstupuje do bufky jako neaktivni prekurzor (1). O podobé dalSi formy
rozhoduje pocet elektronl pfenesenych na nitroskupinu. Prvnim moznym vzniklym
intermediatem po pfidani jednoho elektronu je nitroradikalovy aniont (2). Po pfidani celkové
dvou elektrond nam vznika nitrosoimidazol (3). Pfidanim celkové Ctyf elektront vznika
posledni mozny reaktivni intermediat — hydroxylaminimidazol (4). K reakci mize dojit budto
postupné (1—2—3—4) nebo mlze byt jednokrokova (1—4). Na levé strané mizeme vidét
situaci, kdy se metronidazol ocitne v burice s vysokou koncentraci kysliku. V tom pfipadé
je nitroradikalovy aniont velmi rychle zpétné oxidovan na plvodni nereaktivni prekurzor.
Nékteré enzymy u G. intestinalis (enzym nitroreduktdza 2) jsou schopny detoxifikovat
metronidazol v jednom kroku pfidanim Sesti elektron( na nitroskupinu za vzniku nereaktivni
formy aminoimidazolu (5). Reaktivni formy (2, 3, 4) vedou k cytotoxickému podkozeni bufiky
(6).

Pfevzato a upraveno z Leitsch, (2019).



Prvni enzymatickou drahou spojovanou sredukci metronidazolu byla draha
metabolizujici pyruvat enzymem pyruvat:ferredoxin oxidoreduktazou (PFOR) (Yarlett
et al., 1986; Vanacova et al., 2003). Tato metabolicka draha existuje skoro u vSech anaerobti
citlivych k metronidazolu (Narikawa, 1986). Za normalnich podminek je tento enzym u
béznych organismi s anaerobnim metabolismem vyuzivan jako katalyzator pfemény
pyruvatu na acetyl-CoA a oxid uhli€ity. Elektrony z reakce poté pfedava na ferredoxin, ktery
je dale pfenasi na enzym hydrogendzu. Hydrogenaza vyuziva tyto elektrony k syntéze
molekularniho vodiku. Avsak pokud je v buiice pfitomen metronidazol, stava se praveé ten
alternativnim akceptorem elektroni, jelikoz ferredoxin ma o néco nizsi redoxni potencial
(-430 mV), nez jaky ma nitroskupina metronidazolu (-415 mV) (Edwards et al., 1973;
Miiller, 1986).

Podle nedavnych studii ale hraji pravdépodobné vyznamnou roli v redukci
metronidazolu flavinové enzymy (Obr. 2). Zminme si zde dilezity enzym thioredoxin
reduktazu (TrxR). Thioredoxin reduktaza u nékterych anaerobli redukuje maly protein
thioredoxin (Trx), ktery dale aktivuje skupinu thioredoxin-dependentnich peroxidaz (TrxP),
znamym jinak jako peroxiredoxiny (Leitsch et al., 2007, 2009, 2011). Peroxiredoxiny
muzeme nalézt v riznych bunéénych kompartmentech a jejich hlavni funkci je ochrana
buiiky proti poSkozeni béhem oxidativniho stresu. Tuto funkci plni ptevazné redukci
peroxidu vodiku a alkylovych hydroperoxidi (Chae et al, 1994). V pfitomnosti
metronidazolu vSak vykazuje thioredoxin reduktaza nitroreduktazovou aktivitu a misto
thioredoxinu redukuje nitroskupinu metronidazolu (Coombs et al., 2004). Zde je také
dalezité zminit jesté jiny flavinovy enzym — flavinovou reduktdzu 1 (FR1), jinak zndmou
jako NADPH oxidéza. Flavinova reduktdza 1 je enzymem, jehoZ aktivita vede v buiikdch
T. vaginalis k redukci kysliku za vzniku peroxidu vodiku. U rezistentnich kmentl je exprese
tohoto enzymu sniZena nebo uplné vypnuta (Leitsch et al., 2012a). To vede k domnénce, Ze
jeho aktivita bude né¢jakym zptsobem diilezita pro aktivaci nebo cytotoxicitu metronidazolu
a ze snizeni aktivity tohoto enzymu bude dilezitym krokem pfii vytvareni rezistence (Leitsch
et al.,2014). Pro G. intestinalis je tfeba zminit nitroreduktazu 1 (GINR1) a nitroreduktazu 2
(GINR2) jako dalsi aktivatory metronidazolu (Nillius et al., 2011; Miiller et al., 2013).
Nitroreduktdazova aktivita byla dokazana 1 u samotného enzymu hydrogenazy. Ta ma tudiz
také schopnost aktivovat metronidazol (Church et al., 1990).

Zpisobt aktivace je tedy hned né€kolik a neni lehkym Ukolem urcit, ktery z nich by

meél byt tim hlavnim. VEétsi mnozstvi aktivatorti v buiikach patogent ve vétSiné piipadii
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velmi snizuje pravdépodobnost vzniku néjaké silné rezistence. Je navic mozné, ze mezi
riznymi patogeny pievladaji rizné zpisoby aktivace. Tento nazor podpofily také
experimenty se snizenou expresi nebo piimo deaktivaci PFOR v bunkach T. vaginalis a
G. intestinalis. U T. vaginalis mélo snizeni exprese PFOR na citlivost k metronidazolu jen
velmi maly vliv (Leitsch et al., 2009). U G. intestinalis po snizeni exprese PFOR ale doslo

k rapidnimu sniZeni citlivosti k metronidazolu (Dan et al., 2000).

(A) 1. PFOR o ¥
2. hyd MDH lN

NADH:Fd OR P LY
’ ~

Fdox & —ee— F(jred ¥ Fdox N

Mtz Miz"™ ‘—, Toxicita pfes
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Hydrogenozomalni model aktivace

O,
’ ~

i \\

/’ ~

1. FR1 ot T
.r, \\\
flavin®* == flavinred > flavinox \‘
T — » Toxicita pfes
Mtz Mtz" nitrézove
intermediaty
2. TrxRred TrxRox |
P

Mtz Mtz"-

Model aktivace zalozeny na flavinech

Obr. 2: Modely aktivace metronidazolu v burfikach T. vaginalis.

Nahofe je vidét puvodni model aktivace pfes PFOR a hydrogenazu. PFOR nebo NADH
ferredoxin oxidoreduktaza (NADH:Fd OR) redukuji ferredoxin (Fd), ktery dale redukuje
metronidazol (Mtz) za vzniku nitroradikalového aniontu, ktery by mél byt hlavnim
cytotoxickym agens. NADH:Fd OR je produkovana pomoci malat dehydrogenazy (hyd
MDH). Kyslik vtomto modelu budto oxiduje redukovany ferredoxin nebo nitroradikal.
Dole je vidét model aktivace zaloZzeny na FR1 a TrxR. V tomto modelu je metronidazol
redukovan flavinovymi enzymy (TrxR) a volnymi flaviny generovanymi pomoci FR1. Kyslik
zde budto oxiduje redukované flaviny nebo nitroradikaly dfive, nez se nitroradikaly stihnou
redukovat na vysoce toxické nitrozové intermediaty.

Pfevzato a upraveno z Leitsch et al., (2010).
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3.4. Cytotoxické ucinky metronidazolu

Jak uz bylo naznaceno v minulé kapitole, metronidazol uz svou samotnou aktivaci narusuje
elektronovy tok v bunce a v nékterych piipadech ho miize i pfimo inhibovat. Tim, Ze se stava
alternativnim akceptorem elektronii ferredoxinu a thioredoxinu, naruSuje metabolismus
pyruvatu a brani aktivaci peroxiredoxinli uvnitt bun¢k patogent. To vSak neni jeho hlavni

ucinek. Vsechny dilezité ucinky si v této kapitole priblizime.

3.4.1. PoSkozeni DNA

Jak bylo pozorovéano uz v roce 1974, reaktivni intermediaty se vazi na DNA a proteiny (Ings
et al., 1974). Metronidazol zpisobuje zlomy dvousSroubovice a destabilizaci helikalni
struktury DNA. Poskozeni by mél pravdépodobné zplisobovat nitroradikdlovy aniont
oxidaci DNA (Edwards et al., 1990; Lofmark et al, 2010). Hodnota minimalni letalni
koncentrace metronidazolu (MLC) pozitivn¢ koreluje s koncentraci parG adeninu (A) a
thyminu (T) (Edwards et al., 1974). NejpravdépodobnéjSim cilem intermediatl se zda byt
thymin, jelikoz pfi poSkozeni dochdzi k uvoliovani smési thyminli a thymidin fosfati
(Edwards et al., 1980). Metronidazol vytvari jest¢ vazby s guaninem (G). Tyto vazby ale
nemaji na poskozeni DNA zadny vliv, jelikoZ jsou samy o sob¢ velmi nestabilni a rychle se
rozpadaji (Ludlum et al., 1988).

Prestoze dochazi k jejimu poskozeni, DNA se nezda byt hlavnim cilem cytotoxickych
ucinkt metronidazolovych intermedidtl, coz naznaCuje i né€kolik nedavnych studii
(HofStetrova et al., 2010; Leitsch et al., 2009). Pokud by byla DNA specifickym cilem,
zastavil by se u G. intestinalis po poskozeni DNA bunécény cyklus, dokud by nedoslo k
potiebnym opravam. Dal§im argumentem je to, Ze pokud by $lo pouze o poskozeni DNA,
neméla by byt ovlivnéna schopnost adherence k epitelialnim buitkam. Avsak G. intestinalis
tuto schopnost téméf ihned ztraci, a to 1 v koncentracich, které pro né nejsou letalni
(HofStetrova et al., 2010; Uzlikova and Nohynkova, 2014). Dale dochéazi u 7. vaginalis
ke zlomlm dvouSroubovice pfili§ pomalu v porovnani s rychlosti, kterou zastupci
T. vaginalis vystaveni vysoké koncentraci metronidazolu umiraji. Navic se zda, Ze
poskozeni DNA je nepfimo umérné koncentraci redukovaného metronidazolu, coZ je pfesny
opak toho, co by se dalo oc¢ekavat. S vyssi koncentraci totiz cytotoxicita logicky roste. Déle
neni jisté, jak by mohly nitroradikalové anionty reagovat s DNA v jadfe, aniz by pifed tim

reagovaly s jadernymi obaly (Leitsch et al., 2009).
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3.4.2. Vytvareni kovalentnich vazeb s proteiny

Metronidazol vytvaii v bunkach 7. vaginalis kovalentni vazby se sedmi cytosolickymi
proteiny — thioredoxin reduktazou (TrxR), thioredoxin peroxiddzou (TXNPx), thiolovou
peroxidazou (TPX), ribonukleotid reduktazou (RNR), cytosolickou malat dehydrogenazou
(MDH), enolézou a gluk6za-6-fosfat izomerazou (GPI), coz vede u vétSiny z téchto proteinti
(kromé enolazy a glukdza-6-fosfat izomerazy) k inhibici nebi omezeni jejich aktivity. Dané
proteiny by mohly byt cilem pfedevSim proto, ze se vSechny vyskytuji v pfitomnosti
thioredoxin reduktazy, ktera v bunikach 7. vaginalis pravdépodobné figuruje jako hlavni
zdroj reaktivnich intermediatli metronidazolu. Thioredoxin reduktaza by me¢la byt tedy jak
aktivatorem, tak i cilem cytotoxickych u¢inkd metronidazolu (Leitsch et al., 2009).

U E. histolytica vytvaii reaktivni intermediaty metronidazolu kovalentni vazby s péti
cytosolickymi proteiny (Obr. 3) — metronidazol target proteinem 1 (Mtpl), superoxid
dismutédzou (SOD), purin nukleosid fosforylazou (PNP), thioredoxin reduktazou (TrxR) a
thioredoxinem (Trx). Mtp1 byl donedavna pouze hypotetickym proteinem. Obsahuje ve své
struktute Sest cysteinil. Jeho aktivace a néasledna aktivita by mozna mohly byt zavislé na
thioredoxinu. Superoxid dismutdza je enzym vyskytujici se v pfitomnosti thioredoxin
reduktazy a ma za ukol odstranovat superoxidové aniontové radikaly vznikajici aktivitou
tohoto enzymu (Leitsch et al., 2007).

U G. intestinalis jsou U¢inky metronidazolovych intermediatl oproti zminénym dvéma
patogenim trochu odlisné. U T. vaginalis a E. histolytica se vytvaii kovalentni
vazby prevazné s proteiny spjatymi s thioredoxnim systémem nebo s proteiny vyskytujicimi
se v blizkosti tohoto systému. U G. intestinalis se vytvaii kovalentni vazby se strukturnimi
proteiny giardiny, Giardia trofozoit antigenem 2 (GTA-2), acetaldehyd dehydrogenazou
(ACDH), pyruvat fosfat dikindzou (PPDK), aminotransferdzou aminokyselin s rozvétvenym
feté¢zcem (BCAT) a elongacnim faktorem 1-y (Leitsch et al., 2012b). Ani jeden ze
zminénych proteinii do thioredoxniho systému nepatii, ani s nim neni nijak spjat. Je
pravdépodobné, Ze jsou dané proteiny cilem proto, Ze se v bunice G. intestinalis vyskytuji
v blizkosti enzymu PFOR, ktery zde nejspiSe bude figurovat jako hlavni zdroj reaktivnich
intermediatd metronidazolu (Leitsch et al., 2011). S nejvyssi pravdépodobnosti je v buiikach
G. intestinalis hlavnim cilem metronidazolu translani elonga¢ni faktor 1-y, esencialni
faktor v syntéze proteinti. Vytvofenim kovalentni vazby s metronidazolem je veSkera

aktivita tohoto faktoru inhibovana (Leitsch et al., 2012b).
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3.4.3. Vytvareni kovalentnich vazeb s thioly

V buiikach T. vaginalis a E. histolytica dochéazi dale k vytvareni vazeb s neproteinovymi
thioly (Obr. 3), hlavné cysteinem, coz miize vést k destabilizaci oxidoredukcni rovnovahy
buniky. Cystein je mezi anaerobnimi organismy velmi dilezitou aminokyselinou. Je nejen
slozkou proteinti, ale také dualezitym reduktantem. Hraje vyznamnou roli v obrané
proti oxidativnimu stresu a detoxifikaci peroxidu vodiku (Fahey et al., 1984). Vytvorenim
kovalentni vazby s metronidazolem se jakakoliv antioxidacni aktivita thiolti inhibuje a
jakmile se koncentrace thiolt v cytosolu pfili§ snizi, vyvolava to v bunice oxidativni stres
(Leitsch et al., 2007, 2009). Avsak to, ze metronidazol vytvaii vazby s cysteinem, mize mit
pro bunku také protektivni charakter. To bylo prokazano in vitro pokusem se zvysSenou
koncentraci cysteini v médiu. Po delsi inkubaci v médiu se zvySenou koncentraci cysteinu
pfezivalo vystaveni metronidazolu vét§si procento patogenti v porovnani s jedinci
inkubovanymi v médiu s normalni koncentraci cysteinu. Ve vyssi koncentraci cysteinu v
médiu nevznika tolik kovalentnich vazeb metronidazolu s proteiny a neproteinovymi thioly
buiiky, takze nemiiZe dochéazet k navozeni tak rapidniho oxidativniho stresu (Leitsch et al.,
2007; Leitsch, 2017).

Tak jako se bunky G. intestinalis od T. vaginalis a E. histolytica odliSovaly proteiny,
které vytvarely vazbu s metronidazolem, tak se také odliSuji vlivem metronidazolu na
snizeni hladiny neproteinovych thiold. V testech, ve kterych se porovnaval vliv
metronidazolu a dalSich nitroimidazolli na hladinu neproteinovych thiold, nemél
metronidazol na jejich mnozstvi v bunkéach G. intestinalis takovy vliv, jako tomu bylo v
bunikach 7. vaginalis nebo E. histolytica. Tam vliv metronidazolu jednozna¢né pievazoval
nad vlivem ostatnich nitroimidazolii v€etné 2-nitroimidazolu (Leitsch et al., 2007, 2009). V
bunkach G. intestinalis nejucinnéji snizuje hladinu neproteinovych thiolli 2-nitroimidazol, o
néco méné nékteré jiné 5-nitronimidazoly (naptiklad ronidazol) a nejhlie pak metronidazol
(Leitsch et al., 2012b). Rozdilné uinky metronidazolu v bunkich G. intestinalis
v porovnani s 7. vaginalis a E. histolytica by se mohly dat za vinu hlavné odlisnym faktorim
ovliviiujicim metabolismus metronidazolu. Tato odliSnost je pravdépodobné zplisobena tim,
ze se G. intestinalis ptevaznou vét§inu Zivota vyskytuje v tenkém stfevé, a tak je adaptovana
k toleranci vys$Sich koncentraci kysliku nez naptiklad 7. vaginalis a E. histolytica

(Mastronicola et al., 2011; Leitsch et al., 2012b).

14



OH

ozN\ﬁ?/C“a

I Aktivace

metronidazolu

/ . AY
v “
sS0D MTP1
- Ferredoxin
Trx
AN P
v
Vytvoreni {
kovalentnich vazeb Generovani reaktivnich
Aktivovany d forem kysliku a
1 metronidazol - oxidativni poskozeni
OH OH

Vycerpani
neproteinovych thiold

O"‘*‘N\{TCW 'qr;\{?rcm

Obr. 3: Model aktivace a u€inku metronidazolu v burfikach E. histolytica.

Po vstupu metronidazolu do buriky je aktivovan TrxR (Cerna obyCejna Sipka), mozna
fosforylazou PNP (teCkovana Sipka) nebo ferredoxinem (pferusovana Sipka). Aktivovany
muze byt ve dvou formach, budto nitroradikalovy aniont (dole vpravo) nebo nitrosoimidazol
(dole vlevo). Nitroradikalovy aniont maze vytvaret reaktivni formy kysliku (ROS) a tim
zpusobovat oxidativni poskozeni. Nitrosoimidazol pak vytvafi kovalentni vazby s
neproteinovymi thioly, ¢imz vede k snizeni hladiny neproteinovych thiolG. Déle vytvari
vazbu s péti proteiny: thioredoxin reduktdzou, metronidazol target proteinem 1, purin
nukleosid fosfatazou, superoxid dismutazou a thioredoxinem, coz vede k inhibici nebo
zméné aktivity danych proteinl (Cervené Sipky).

Pfevzato a upraveno z Leitsch et al., (2007).
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4. Rezistence k metronidazolu

Prestoze je metronidazol vyuzivan uz 60 let, je vyskyt rezistence k nému mezi anaerobnimi
patogeny relativné maly. U vétSiny patogenii nedochdzi k vytvafeni rezistence k
metronidazolu v takové mife, jako tomu byva u jinych antibiotik (Holmes et al., 2016).
S urcitymi formami rezistence k metronidazolu se ovSem mezi klinickymi izolaty patogenti
muzeme bézné setkat.

Zde je dulezité zminit, ze rezistence k metronidazolu neni jedinym divodem selhani
1écby. Béhem selhani 1é¢by hraji podstatnou roli i opakovana reinfekce patogenem
(naptiklad u T. vaginalis zptisobena tim, Ze se neléci partner (Kissinger et al., 2006)) nebo
vliv jinych mikroorganismu obsazujicich stejnou niku jako patogen. Tyto mikroorganismy
pak mohou podstatn¢ snizovat uc¢innost metronidazolu (Nagy and Foldes, 1991). Také velmi
zalezi na davkovani a na zplsobu podédni. Nejucinnéjsi je 2 g davka denné peroradlné
podavana nékolik dni (Mattila et al., 1983).

Kromé Helicobacter pylori, zastupce mikroaerofilnich bakterii, jsme zatim u Zadného
patogena nenarazili na uplnou rezistenci k metronidazolu. Je vice nez pravdépodobné, Ze je
navozeni takto silné rezistence u H. pylori zpisobeno pro tohoto patogena specifickymi
mechanismy aktivace metronidazolu, kterymi se 1i§i od patogenii ostatnich. K aktivaci
metronidazolu v bunikach H. pylori dochézi prostfednictvim nitroreduktaz RdxA a FdxA.
Nesmyslnou mutaci v genech kddujicich tyto nitroreduktazy pak pravdépodobné dochazi k
vytvoreni rezistence (Jenks ef al., 1999; Kwon ef al., 2000).

Stejné¢ jako se mezi patogeny liSily mechanismy aktivace a cytotoxického ucinku
metronidazolu, 1i$i se 1 mechanismy rezistence a nazory na n¢ se také Casto rozchazi.

V nasledujici ¢asti tyto mechanismy pro jednotlivé patogeny rozebereme.

4.1. Trichomonas vaginalis a rezistence k metronidazolu

O rezistenci k metronidazolu se u 7. vaginalis védélo (Robinson, 1962) uz par let po jeho
zavedeni do klinické praxe. U 7. vaginalis rozdélujeme rezistenci k metronidazolu na dva
typy podle podminek, za kterych vznikaji. Prvnim typem je rezistence aerobni, nebo jinak
také oznacovana jako rezistence klinicka (Meingassner and Thurner, 1979). Druhym typem
je rezistence anaerobni (Kulda, 1999). T¢ je docileno pouze v laboratornich podminkach, a

proto se nékdy oznacuje jako rezistence laboratorné indukovana.
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4.1.1. Mechanismy anaerobni rezistence T. vaginalis

Tento typ rezistence je navozen eliminaci cest, které bézn¢ vedou v bunikach 7. vaginalis k
aktivaci metronidazolu. Navozeni anaerobni rezistence se da docilit pouze in vitro a je
doprovazeno snizenim exprese hydrogenozomalnich enzymi, které jsou zodpovédné za
aktivaci metronidazolu. Tato zména ve fyziologii zpusobuje snizeni celkové viability.
Anaerobni rezistence se projevuje za anaerobnich podminek a dochazi ke snizeni citlivosti
k metronidazolu az tisicinasobn¢ (Kulda et al., 1993).

Navozeni anaerobni rezistence u 7. vaginalis souvisi s postupnym snizenim aktivity
az uplnou ireverzibilni inhibici PFOR, dulezit¢ého aktivatoru metronidazolu v
hydrogenosomech. Jedinci, u kterych je snizena exprese jen PFOR, vykazuji ale pouze
slabou zménu citlivosti a ve vy$sich koncentracich 1éku umiraji (Cerkasovova et al., 1988).
K navozeni anaerobni rezistence je v bunkdch 7. vaginalis nutnd inhibice aktivity nebo
snizeni exprese dalSich hydrogenozomalnich enzymti, pfedev§im NAD" dependentniho
jable¢ného enzymu, ktery za normalnich podminek katalyzuje oxidativni dekarboxylaci
malatu na pyruvat, a hydrogendzy, kterd syntetizuje molekularni vodik (Rasoloson ef al.,
2002). Takto rezistentni 7. vaginalis neprodukuji vodik a maji vyrazné snizenou produkci
acetatu, ktera je rovnéz svazana s metabolismem pyruvatu. Zastaveni hydrogenozomalniho
energetického metabolismu je kompenzovano zvySenim glykolyzy v cytoplasmé. Dochazi
ke zvyseni exprese cytosolického enzymu laktat dehydrogendzy a nasledkem toho je zvySeni
produkce laktatu (Kulda ef al., 1993).

Ze studii z roku 2009 a 2010 vychazi, Ze by pro vytvofeni anaerobni rezistence méla
byt klicova ztrata aktivity flavinovych enzymti (TrxR a FR1), jelikoZ byla jejich aktivita
velmi sniZena nebo upln¢ inhibovéana u anaerobné rezistentnich kment 7. vaginalis. Inhibice
aktivity thioredoxin reduktdzy je zplsobena neptitomnosti dilezit¢ho kofaktoru — FAD
(flavinadenindinukleotidu) (Leitsch et al., 2009, 2010). Pokud se navic inhibuje pouze
aktivita enzymi PFOR a hydrogenazy, ale neinhibuje se aktivita flavinovych enzymi,
dochazi dal k béZzné redukci metronidazolu na reaktivni intermediaty (Leitsch et al., 2010).
Za snizenou aktivitou PFOR a dalSich hydrogenozomalnich enzymt by mohla stat nizka
koncentrace flavinii (Leitsch ef al., 2009, 2010, 2012a). Tento argument by jen potvrzoval
piedchozi mysSlenku o klicové roli flavinovych enzymii ve vytvofeni anaerobni rezistence,

vvvvvv

enzymul. Pokud by vSak vyhradni roli hraly pouze flaviny, nebylo by jasné, na jakém
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principu by byl zalozen selektivni ti€¢inek metronidazolu na anaerobni organismy, protoze

flaviny jsou bézné i u hostitelskych bunék.

4.1.2. Mechanismy klinické (aerobni) rezistence T. vaginalis

Navozeni aerobni rezistence je mozné pouze v prostiedi se zvySenou koncentraci kysliku.
V anaerobnim prostiedi vykazuji aerobné rezistentni kmeny jen mirnou zménu citlivosti
k metronidazolu. Ve zvySenych koncentracich kysliku dochdzi ke snizeni citlivosti az o
nekolik fadt (Miiller and Gorrell, 1983). Navozeni tohoto typu rezistence je pravdépodobné
zpusobeno ¢astecnou inhibici aktivity mechanisml odpoveédnych za snizovani intracelularni
koncentrace kysliku a udrzovani anaerobniho prostiedi. Caste¢nd inhibice aktivity téchto
faktorii a nasledné zvyseni vnitrobunééné koncentrace kysliku by mélo mit za nasledek
inaktivaci metronidazolu ptes jalovy cyklus (Reakce 1) (Yarlett et al., 1986).

Hlavnim faktorem dilezitym pro vytvofeni aerobni rezistence by mély byt flavinové
enzymy (jejich béznou funkci v buitkéch 7. vaginalis dobte znazoriiuje Obrazek 2). Aktivita
flavinové reduktazy 1 je snizena nebo Upln€ inhibovana v buiikdch vykazujicich jak
anaerobni, tak aerobni rezistenci. Tento enzym je v bunikach 7. vaginalis dulezitym faktorem
ve vychytavani kysliku a jeho nasledné redukci na peroxid vodiku béhem recyklace NADP+
na NADPH (Leitsch et al., 2014). Je velmi pravdépodobné, ze inhibice aktivity flavinovych
enzymu nebo snizeni jejich exprese, coz dale vede k niz8i hladin¢ redukovanych flavind,
budou dilezité podminky pro vytvateni jak aerobni, tak anaerobni rezistence. To podporuje
1 pozorovani, ze stddium Casn¢€ anaerobné¢ rezistentnich kment vykazuje velmi podobny
fenotyp jako aerobné rezistentni kmeny 7. vaginalis (Tachezy et al., 1993). DalSim
zjiSténim, potvrzujicim tento nézor, je to, Ze kdyZ se u rezistentnich kmeni reaktivuje
exprese flavinové reduktazy 1, prestavaji byt tyto kmeny rezistentnimi (Leitsch et al., 2014).

I ptes svou diilezitou roli nebude flavinova reduktaza 1 jedinym faktorem ovliviiujicim
vytvofeni aerobni rezistence u 7. vaginalis. Z genomové studie rezistentnich kmenti z roku
2017 (Bradic et al., 2017) vychazi, Zze by takovych faktori mélo byt hned nékolik. U
rezistentnich kmenii dochazi ke sniZzeni exprese jak flavinové reduktazy 1, tak i dalSich
enzymt, jako naptiklad nitroreduktaz. DalSim dualezitym rozdilem oproti nerezistentnim
kmenlim je zvySend exprese Nim 2 proteinil a velmi sniZzend exprese Nim 1 proteind,
vzdalenych ptibuznych Nim proteinti v buiikdch B. fragilis (Pal et al., 2009; Schaumann
et al., 2005). Pieneseni Nim 1 genu do buné€k E. coli vede k az dvacetindsobnému snizeni

citlivosti k metronidazolu, jelikoZ je redukovan na neskodny aminoimidazol (Obr.1) (Pal
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et al., 2009). V bunkach rezistentnich 7. vaginalis je vSak jeho exprese snizena, coz vede
k otdzce, jak presné a jestli viibec by mohly produkty Nim genti v buitkach 7. vaginalis
ovliviiovat citlivost k metronidazolu. Dalsi diilezitou zménou oproti nerezistentnim kmentim
byla zvySena exprese 14 genli pro membranové transportéry. Transportéry by tak mohly hrat
dilezitou roli v detoxifikaci pfenaSenim metronidazolu pies membranu ven z bunky (Bradic
et al., 2017). Dalsim dtlezitym faktorem ve vytvareni rezistence by mohla byt sekundarni
alkohol dehydrogenéaza (S-ADH). Tento enzym v bufice za béznych anaerobnich podminek
oxiduje sekundarni alkoholy a redukuje ketony (Sutak et al., 2012). U nékterych aerobné
rezistentnich kment je jeho exprese snizena, ale souvislost mezi aktivitou S-ADH a
rezistenci k metronidazolu neni jasna (Leitsch et al., 2012a, 2013).

Je zjevné, Ze vytvoreni rezistence je u 7. vaginalis velmi sloZity proces zahrnujici
mnoho faktorl, z nichz nékteré jesté bud'to viibec nezndme, nebo o nich a jejich funkci vime
jen velmi malo. Této problematice bude nutné se v budoucnu vénovat a jednotlivé vztahy
mezi témito faktory objasnit, pokud chceme uplné pochopit mechanismus vytvareni

rezistence u patogena 7. vaginalis.

4.2. Entamoeba histolytica a rezistence k metronidazolu
S klinickou rezistenci k metronidazolu jsme se u E. histolytica doposud nesetkali, avSak

v laboratornim prostfedi se podafilo rezistenci né€kolikrat vyvolat (Samarawickrema et al.,

1997; Wassmann et al., 1999; Penuliar et al., 2015).

4.2.1. Mechanismy rezistence Entamoeba histolytica

Béhem pokust,, ve kterych se v bunkach E. histolytica podatilo vyvolat laboratorné
indukovanou rezistenci k metronidazolu, se snizila citlivost maximalné desetinasobné
(Penuliar et al., 2015). V buiikach rezistentnich kment dochazi ke zvyseni exprese superoxid
dismutazy a peroxiredoxinll a ke sniZeni exprese ferredoxinu 1 a thioredoxin reduktazy
(Wassmann et al., 1999). V genomové studii z roku 2015 bylo pozorovéno, Ze rezistentni
kmeny méni expresi az 88 gentl, ale ze napiiklad exprese enzymu PFOR a jeho nasledna
aktivita u nich zstavd neménnd (Penuliar et al., 2015). Zminénym snizenim exprese
ferredoxinu a thioredoxin reduktdzy se mechanismus vytvoieni rezistence podoba
mechanismu pozorovanému u anaerobné rezistentnich kmenti 7. vaginalis. OdliSuje se od ni
ale tim, ze u E. histolytica nedochazi ke snizeni aktivity enzymu PFOR (Penuliar et al.,
2015). To se dava za vinu hlavné tomu, Ze se v buiikach E. histolytica nevyskytuje pyruvat

dehydrogendza nebo pyruvat dekarboxyldza, enzymy, které by mohly figurovat jako
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alternativy pfi inhibici PFOR (Clark ef al., 2007; Wassmann ef al., 1999). U rezistentnich
kmeni se nezhorSuje schopnost redukovat metronidazolovy prekurzor. Dochazi u nich v§ak
ke snizeni virulence a zhorSeni rastu bun¢k (Penuliar et al., 2015). To je dal$i podobnost s
(anaerobn¢) rezistentnimi kmeny 7. vaginalis, kde zména ve fyziologii buiiky, vedouci

k rezistenci, vede k snizeni celkové zivotaschopnosti bunky (Kulda ef al., 1993).

4.3. Giardia intestinalis a rezistence k metronidazolu

U G. intestinalis se bézn¢ s klinickou rezistenci setkdvame (az stondsobné snizeni citlivosti
k metronidazolu v anaerobnim prostfedi). Ve starSich studiich se mluvi o uc¢innosti 1écby
mezi 60-100 % (Gardner and Hill, 2001). Samotna u¢innost samoziejmé také zdvisi na
lécebném rezimu, jelikoz u jedné 2 g davky metronidazolu se udavala Gc¢innost mezi
36-60 %, zatimco u rezimu, kde se podava 700 mg denné po dobu 10 dni, se Gc¢innost
pohybovala mezi 80—100 % (Gardner and Hill, 2001). Dlouho se mélo za to, ze ptiblizné u
20 % ptipadl dochazi k selhani 1é€by, avSak novéjsi studie naznacuji, Ze toto Cislo rychle
roste. Napiiklad v Londyné doSlo mezi lety 2008 a 2013 k narastu poctu ptipadl selhani
1é¢by o vice nez 25 % (Nabarro et al., 2015).

4.3.1. Mechanismy rezistence G. intestinalis
Z toho, co bylo zatim vypozorovéno, by se dalo usuzovat, ze dileZitou roli pfi vytvofeni
rezistence bude hrat inhibice aktivity enzymu PFOR. T¢ se d& docilit in vitro pomoci
,hammerhead* ribozyml nebo dlouhou expozici zvySujicim se, ale ne pfimo letdlnim
koncentracim metronidazolu (Dan et al., 2000; Leitsch et al., 2011). Pokud vsak navodime
rezistenci pomoci mutageneze zpusobené ultrafialovym zafenim, aktivita PFOR zistava
neménnd (Leitsch ef al., 2011). PFOR tedy nemulze byt jedinym faktorem pro vytvoireni
rezistence u G. intestinalis. Je nutné najit faktory jiné.

Dalsi moZnosti, pokud pfihlédneme k mechanismiim vzniku rezistence 7. vaginalis,
by byl enzym thioredoxin reduktidza. Tento enzym je pfitomny i1 v bunkach G. intestinalis a
bylo dokéazéno, Ze zvySeni jeho exprese vede k desetinasobnému zvySeni citlivosti
k metronidazolu (Leitsch et al., 2016). To znamend, Ze samotna pritomnost thioredoxin
reduktdzy ma urcity vliv na aktivaci metronidazolu v buiikkdch G. infestinalis. To nam ale
jesté neodpovida na otazku, zda je to faktor dilezity pro vytvafeni rezistence. Pouze
vypovidé o tom, Ze hraje roli v aktivaci. U rezistentnich kmenta G. intestinalis se tento enzym
exprimuje v Uplné stejném mnoZstvi jako u béznych kmenti (Leitsch ef al., 2009). Je zde

jesté moznost, Ze by nebyla snizena exprese tohoto enzymu, ale byla by inhibovana aktivita,
20



stejné jako tomu bylo u anaerobné rezistentnich kment 7. vaginalis. Tam je inhibice aktivity
thioredoxin reduktazy zplsobena snizenim koncentrace flavinadenindinukleotidu (FAD),
kofaktoru, bez kterého nemuze thioredoxin reduktaza plnit svou funkci (Leitsch ez al., 2009,
2010; Ansell et al., 2015).

DalSimi enzymy dutlezitymi pro redukci nitroskupiny metronidazolu v buinikach
G. intestinalis jsou nitroreduktdzy, zejména nitroreduktdza 1 (GINR1) a nitroreduktaza 2
(GINR2) (Nillius et al., 2011; Miiller et al., 2013). ZvySeni exprese nitroreduktazy 1 vede
az k trojndsobnému zvyseni citlivosti k metronidazolu a jeji exprese je vétSinou u
rezistentnich kmenta snizend (Ansell et al., 2017; Miiller et al., 2018). Je ptekvapivé, ze
zvySeni exprese nitroreduktazy 2 vede naopak k snizeni citlivosti bun¢k k metronidazolu
(Ansell et al., 2017). Je mozné, Ze nitroreduktiza 2 doddva metronidazolu vSech Sest
elektronil potfebnych k redukei nitroskupiny na aminoskupinu za vzniku aminoimidazolu
(Obr.1, Reakce 2), coz metronidazol sice redukuje, ale zaroven ho inaktivuje (Ansell et al.,
2017). U nejvice rezistentnich kmentl je sniZzena exprese nitroreduktazy 1, zvySena exprese
nitroreduktazy 2 a zaroven je indukovéano odstraniovani metronidazolu pfes membranu ven
z bunky pomoci tzv. MATE-like ptfenaSect. MATE-like pfenasece pravdépodobné slouzi
jako antiporter, pfenasi metronidazol z cytosolu do extracelularniho prostoru, zatimco
dovniti prenasi sodné kationty, kterych je v extraceluldrnim prostoru vyrazny piebytek.
Z této studie dale vychazi, Ze rezistentni kmeny maji sniZenou Zivotaschopnost, coz je
zpliisobeno preorientovanim metabolismu (podobné jako v bunkach 7. vaginalis a
E. histolytica) (Ansell et al., 2017).

Podobné¢ jako tomu bylo v ptipad¢€ 7. vaginalis, i zde je tfeba se faktortim ovlivitujicim
vytvareni rezistence k metronidazolu dale vénovat. Neni vylouceno, Ze existuje néjaky dalsi,
dosud neznamy faktor. Napiiklad gen pro enzym flavinovou reduktazu 1 (dalezity faktor pfi
navozeni rezistence v buiikach 7. vaginalis) se sice v genomu G. intestinalis nevyskytuje,
jsou tam ale né€které jiné oxidoreduktazy, které by mohly zastdvat stejnou nebo podobnou
funkci. Dal$im ptikladem miize byt enzym nazvany diaforaza, ktery by mohl teoreticky

slouzit k inaktivaci metronidazolu (Sanchez et al., 2001; Ansell et al., 2017).
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5. Alternativy k lécbé metronidazolem

Jak bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, rezistence k metronidazolu neni v ptipad¢ 1écby
infekci E. histolytica zadny problém. Klinickd rezistence takika nevznikd a navozeni
laboratorn¢ indukované rezistence je velmi obtizné. Co se tyce infekci parazitem
G. intestinalis, s klinickou rezistenci se bézn¢ setkdvame, ale alternativou jsou naptiklad
furazolidon, albendazol nebo paromomycin (Carter et al., 2018; Webster, 1960). U
T. vaginalis zddnou zavedenou alternativu k nitroimidazolim nemame. Tato kapitola bude

tedy zamétena prevazné na alternativy k standardni 1€cb¢ infekci parazitem 7. vaginalis.

5.1. Pro¢ hledat alternativy k metronidazolu?

Z praxe vime, ze ¢asem vétSina 1é¢iv ztraci svou schopnost patogeny zabijet nebo alespoii
dochazi k vyrazné redukei jejich ucinnosti. To je zplsobeno pravé napiiklad schopnosti
parazita navodit néjakym mechanismem rezistenci. Dal§im divodem, pro¢ je nutné nalézt
alternativu, je fakt, Ze se u nékterych lidi miizeme setkat s hypersenzitivitou k metronidazolu.
Ta se da vnékterych piipadech obejit desenzitizaci k metronidazolu pod dohledem
odbornika. V tom piipad¢ se ale zvySuje pravdépodobnost vytvoteni rezistence (Cudmore
et al., 2004; Workowski and Berman, 2010). Tfetim vyraznym d@vodem jsou samotné
vedlejsi ucinky metronidazolu. Nejéastéji se u pacientd setkavame s nevolnosti, zvracenim,
bolesti hlavy, nespavosti, zavratémi a vyrazkou. U nékterych pacienti ma ale 1écba
metronidazolem daleko vazné&jsi disledky. MiiZeme se u nich setkat s eosinofilii, leukopeni,
palpitaci srdce a také periferni neuropatii. Pravdépodobnost a vaznost téchto vedlejSich
ucinkt roste spolecné se zvysujici se davkou metronidazolu. To souvisi s tim, Ze pii selhani
1é¢by je jedinou zavedenou moznosti zvySeni davky metronidazolu (Lossick, 1990; Howe

and Kissinger, 2017).

5.2. Mozné alternativy v 1é¢bé trichomoniazy

Tinidazol je metronidazolu ptibuzny 1€k, dal§i ze skupiny S5-nitroimidazold. Ma velmi
podobné mechanismy aktivace a cytotoxické ucinky jako metronidazol. Od metronidazolu
se ovSem li$i nejen strukturou (na prvnim atomu kruhu je zde navazan 2-ethylsulfonylethyl
oproti 2-hydroxyethylu u metronidazolu), ale také polocasem rozpadu (tinidazol ma delsi
polocas rozpadu nez metronidazol), minimalni letadlni koncentraci (tinidazol ma nizsi MLC
nez metronidazol) a tim, ze ma slabsi vedlejsi G¢inky (Miller et al., 1969; Kirkcaldy et al.,

2012; Raja et al., 2016; Bouchemal et al., 2017). Problémem je zde vytvareni rezistence
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stejnymi mechanismy jako u metronidazolu, coz souvisi s tim, jak podobné tinidazol a
metronidazol funguji (Schwebke and Barrientes, 2006). Dalsim problémem je piimo
vytvareni kiizové rezistence mezi metronidazolem a tinidazolem (Upcroft et al., 1990). Je
tfeba nalézt alternativu, kterd nepatii do rodiny nitroimidazolt.

Albendazol a mebendazol jsou dva azolové derivaty, patfici do skupiny
benzimidazold, které se bézné vyuzivaji v 1é€bé infekci G. intestinalis, ale ukéazaly se byt
ucinné i proti 7. vaginalis in vitro (Sears and O’Hare, 1988; Navarrete-Vazquez et al., 2003).
S-substituovany 4,6-dibromo a 4,6-dichloro-2-mercapto-benzimidazoly se ukazaly byt
dokonce mnohem UCinn&j§i proti 7. vaginalis in vitro nez samotny metronidazol
(Andrzejewska et al., 2004). Nekolik dalSich benzimidazolovych derivati vykazuje
podobnou aktivitu in vitro (Soria-Arteche et al., 2013; Valdez-Padilla et al., 2009).
Benzimidazolové derivaty se tedy zdaji byt vybornymi adepty.

Disulfiram a nithiamid by se daly vyuzit pfi 1é¢bé osob, které vykazuji alergii nebo
hypersenzitivitu k metronidazolu (Bouma et al., 1998; Goodhew and Secor, 2013). Dal$im
moznym lé¢ivem by mohl byt analog metronidazolu s navdzanym chlorem namisto hydroxy
skupiny — chlorovany metronidazol. Testy na mysich vykazuji dobré vysledky, je ale nutné
provést klinické testy na lidech (Chacon et al, 2018). N-hexadecil-1,4-butandiamin
vykazuje in vitro dvakrat niz§i minimalni letdlni koncentraci (MLC 2,5 pg/mL) nez
metronidazol (Giordani et al., 2011).

Furazolidon by se zdal byt zjiz zavedenych 1éki nejlepSim adeptem pro 1écbu
trichomoniazy. Spektrum jeho vedlejSich ptiznakil neni pfiliS Siroké a uz ted’ se vyuZiva
naptiklad k 1é€be infekci G. intestinalis. Zprav o tom, ze byl furazolidon u¢inny v lé¢be
rezistentnich kment 7. vaginalis, je ale zatim velmi mélo (Zierdt et al., 1983; Goldman et al.,
2009).

Adeptl na vytvoreni G€inné alternativy k metronidazolu tedy mame hned nékolik.
Bud’to mze jit o staré zavedené 1€ky doposud vyuzivané na jiné infekce, nové derivaty
starych 1é¢iv nebo také nova 1é€iva ziskand z ptirodnich zdroji (Moo-Puc et al., 2008).
Nejvétsim problémem je nedostatecné financovani vyzkumu novych 1é¢iv (trichomoniaza je
stale velmi prehlizené onemocnéni), a tudiZ nemoznost postoupit k ¢asto velmi ndkladnym

klinickym testim (de Brum Vieira ef al., 2015).
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6. Zaveér

V této bakalaiské praci jsem se pokusil shrnout hlavni mechanismy rezistence tfech
anaerobnich eukaryotickych patogennich organismt — 7. vaginalis, G. intestinalis a
E. histolytica. Nejprve jsem kratce charakterizoval onemocnéni, ktera zptisobuji, poté popsal
mechanismy aktivace metronidazolu a jeho nasledné cytotoxické ucinky. Nakonec jsem se
zabyval 1é¢ivy, ktera slouzi nebo by teoreticky mohla v budoucnu slouzit v 1é¢bé infekci
T. vaginalis jako alternativa k metronidazolu.

Je ziejmé, Ze jednotlivé mechanismy vytvareni rezistence jsou pro kazdy jednotlivy
patogenni organismus odlisné, stejn¢ jako jsou odlisné mechanismy aktivace a cytotoxické
ucinky metronidazolu v jejich bunikach. Vytvareni rezistence je u kazdého patogena slozity
proces zahrnujici na bunééné a biochemické trovni velkou spoustu faktorti. Nékteré jsou jiz
znamé, nékteré nezndmé. Dilezitou roli ve vytvareni rezistence pravdépodobné hraje zména
v expresi nebo aktivité¢ nckterych enzymi. Patogeni nejCastéji snizuji aktivitu faktora
odpovédnych za aktivaci metronidazolu. Docili toho bud’to snizenim exprese téchto faktorti
samotnych nebo snizenim exprese jejich kofaktord. V reakci na to zvySuji aktivitu faktora
jinych. Dal$im ddlezitym mechanismem rezistence je snizovani aktivity faktora
odpovédnych za udrzovani anaerobniho prostedi v buiice, ¢imz se zvySuje vnitrobunééna
koncentrace kysliku a dochazi k deaktivaci metronidazolu pomoci jalového cyklu. Nelze ale
piehliZet ani roli faktorti hostitelského organismu. VSem faktortim se bude nutno v budoucnu
dikladné vé€novat, podrobné jejich roli ve vytvareni rezistence pochopit a popsat.

Co se tyce alternativ k metronidazolu v 1é€bé 7. vaginalis, je zde teoreticky nékolik
vhodnych kandidatt. NejvhodnéjSimi kandidaty se zdaji byt benzimidazolové derivaty,
chlorovany metronidazol a furazolidon. Problémem je zde to, Ze jeSté nebyly provedeny
klinické testy. To je zapfi€inéno pfevazné nedostatenym financovanim vyzkumu
(trichomonidza je stile velmi ptfehliZzené onemocnéni), jelikoZ klinické testy jsou velmi

nakladné. Tato problematika si do budoucna Z4da dalsi a detailné&;si studie.
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