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Abstrakt

Haemonchoza je Casta parazitarni infekce prezvykavcl vyvolana vlasovkou
slézovou (Haemonchus contortus). Parazitdza, stejné jako jiné patologické stavy,
muze ovlivnit aktivitu biotransformacnich enzymii a tim 1 metabolismus IéCiv a
jinych xenobiotik. Ukolem této diplomové prace bylo testovat a porovnat in vitro
biotransformaci anthelmintika flubendazolu v jatrech a tenkém stifevé ovci zdravych
a ovci postizenych haemonchézou. Cilem bylo také zjistit, jaky vliv na
biotransformaci flubendazolu ma délka infekce a pohlavi zvitat .

Experimentalni zvifata byla rozd€lena do péti skupin (zdravi samci, zdravé
samice, samice s haemonchézou 7 tydnl, samci s haemonchézou 7 tydnt a samci
s haemonchézou 11-tydnt). Z jater a mukozy tenkého stieva experimentalnich zvifat
byly pfipraveny subcelularni frakce (cytosol a mikrosomy), které byly inkubovany
s flubendazolem. Po inkubaci a extrakci bylo mnozstvi flubendazolu a jeho
metabolitli analyzovano pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Parazitdza ovci zplsobena vlasovkou slézovou (Haemonchus contortus)
ovlivnila in vitro biotransformaci flubendazolu. V jatrech a stievech zvitat
postizenych haemonchdézou byly zjiStény niz8i aktivity enzyml katalyzujicich
preménu flubendazolu na redukovany flubendazol nez v jatrech i stievech zdravych
zvifat. Na in vitro biotransformaci flubendazolu méla vliv i délka infekce zvirat. V
jaternich vzorcich byla aktivita reduktas flubendazolu u skupiny zvifat se 7-tydenni
infekei niz§i neZ u skupiny 11 tydnl nemocnych jedincl, zatimco ve stfevnich
vzorcich méli berani nemocni kratsi dobu vyssi aktivitu reduktas flubendazolu nez
dlouhodobé nemocni.

Byl zjistén vyrazny rozdil v in vitro metabolismu flubendazolu mezi berany a
ovcemi. Jaterni i stfevni cytosol samcl vykazoval vyznamné vyssi aktivitu reduktas

flubendazolu nez cytosol samic.



Haemonchosis is common parasitic infection of small ruminants caused by
Haemonchus contortus. Parasitosis, as well as the other pathological states, can
affect the activity of biotransformation enzymes, which can result in changes of
drugs and other xenobiotics metabolism. The aim of this project was to study and
compare in vitro flubendazole biotransformation in liver and small intestine of
healthy sheep and sheep with haemonchosis . The objective of this work was also to
investigate the influence of infection length and animals gender on the flubendazole
biotransformation .

Experimental animals were divided into five groups (healthy males, healthy
females, males diseased for seven weeks, females diseased for seven weeks and
males diseased for eleven weeks). Subcellular fractions (cytosol and microsomes)
were prepared from liver and mucosa of small intestine. These fractions were
incubated with flubendazole. After incubation and extraction, flubendazole and its
metabolites were analyzed using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC).

Parasitosis of the sheep caused by Haemonchus contortus influenced in vitro
biotransformation of flubendazole. In livers and small intestines of animals with
haemonchosis, activities of flubendazole reducing enzymes were lower than in
healthy animals. In vitro biotransformation of flubendazole was influenced by the
infection length too. In liver samples from animals diseased for seven weeks, the
activities of flubendazole reductases were lower than in eleven-week-diseased
animals. In intestinal samples from seven-week-diseased animals, activity of
flubendazole reductases was found higher than in eleven-week-diseased animals.

In flubendazole metabolism in vitro, the significant differences between
males and females were observed. Much higher activities of flubendazole reductases

were detected in cytosol from rams than in cytosol from ewes.



1 Uvod

Choroby zpiisobené cervy jsou aktualni u vSech obratlovci. Paraziticti

helminté zpasobuji v Zivocisné produkci znaéné ekonomické ztraty. Snizuji vynosy

wrwe
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gastrointestinalnimi parazity. Mezi nejrozSifenéj$i a ekonomicky nejzavaznéjsi
nakazy patii i haemonchoéza, jejimz puvodcem je vlasovka slézova (Haemonchus
contortus). Tento parazit je rozsifen témet celosvétove. Nejvetsi vyskyt onemocnéni
zpusobenych vlasovkou je v teplych oblastech s dostatkem srazek, ale tyto infekce
postihuji také hospodaiska zvifata v oblastech vylozené suchych a také mizeme na
onemocnéni zpisobené Haemonchem narazit i v zemich blizko polarniho kruhu.
Typickymi pfiznaky infekce byva vyhublost a anémie, pfiCemz muize dojit az
K thynu zvifete.

Mezi nejcastéji pouzivané latky pii 1é¢bé haemonchdzy patii benzimidazolova
anthelmintika, mezi ktera mUZeme zafadit i1 flubendazol. Tento derivat
benzimidazolu je celosvétove rozsifen predevsim ve veterindrni medicing.

Patologické stavy, vCetné parazitoz, mohou modulovat (indukovat nebo
inhibovat) biotransformacni enzymy. V pfipad¢ indukce dochdzi ke =zvyseni
metabolické aktivity enzymu. U inhibice je tomu pfesn€ naopak, dochazi ke sniZeni
aktivity biotransformaénich enzymui. Tyto jevy mohou zménit farmakologické a
toxikologické Gc¢inky 1é¢iv. Muze napt. dojit ke zvySeni plazmatické hladiny 1é¢iva
s rizikem toxického plisobeni nebo naopak ke snizeni plazmatické koncentrace se
snizenim terapeutického efektu, coZ mlZe mit za nasledek az selhani 1écby. U
potravinovych zvifat je navic riziko necekaného prodlouzeni eliminace 1é¢iva a jeho
metabolitii ¢i zmény metabolické cesty, coz mlze zapfi€init pfitomnost cizorodych
latek v Zivo¢isném produktu. Proto je tfeba studovat biotransformaci
anthelmintickych 1é¢iv nejen u zdravych jedinci, ale také u zvifat postizenych
parazitdzou. V pfedlozené diplomové praci byla studovdna a porovnavana
biotransformace benzimidazolového anthelmintika flubendazolu u zdravych ovci a u

ovci postizenych haemonchézou.



2 Teoreticka Cast

2.1 Ovce domaci (Ovis aries)

Védecka klasifikace
e Rise: zivoCichové (Animalia)
e Kmen: strunatci (Chordata)
e Trida: savci (Mammalia)
e Rad: sudokopytnici (Artiodactyla)
e Podrad: prezvykavi (Ruminatia)
o Celed: turoviti (Bovidae)

e Podceled” kozy a ovce (Caprinae)

¢ Rod: ovce (Ovis)
e Druh: Ovis aries, plemeno Merino landschaf
Biologické udaje:

e Nazev pohlavi (oznaceni kastrata): bahnice, beran (skopec)

e Pohlavni dospélost (mésic): 5-9

e De¢lka fije / cyklu (dny): 1-21/17

e Povaha cyklu (obdobi roku): sezonni polyestrie (1éto, podzim)
e Délka biezosti (dny): 150

e Oznaceni porodu / pocet mlad’at:  bahnéni/ 1 —3
e Hmotnost narozeného mladéte (kg): 1,5 - 3,5
(Lamka a Duchacek, 2006)

Ovce domaci je malym domestikovanym piezvykavcem, chovanym hlavné
pro vlnu, maso a mléko. Vyjimecné se pouzivaly nebo pouzivaji i pro dopravu
leh¢ich bfemen. ProtoZe nejsou tak narocné jako skot, chovaji se 1 v horskych nebo

suchych oblastech (http://www.wikipedia.org).

Ovce byla domestikovéana jiz v mlads$i dobé kamenné. Bylo zjiSténo, Ze se
bézné vyskytovala v Jerichu uz v 7. tisicileti pt. Kr. V jinych castech Asie byla
domestikovana forma chovana od 4. tisicileti pt. Kr., na Sibifi od konce 3. tisicileti

pi. Kr. a v Cing od prvni poloviny 2. tisicileti pf. Kr. Na tzemi ¢eskych zemi
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nachdzime ndalezy ovCich kosti znejstarStho obdobi doby médéné
(http://www.savci.upol.cz/teorie/domest.htm).

Ovce jsou stadni zvitata a obvykle se vyskytuji ve skupinach velkych od dvou
do sto kust. Jsou to velmi tichd, neagresivni zvifata Srozvinutym socidlnim
chovanim

(www.animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/Ovis ammon.htm

D.

2.2 Helmintozy hospodarskych zvirat

Helmintézy jsou infekéni choroby zpiisobené cervy nebo jejich infekénimi
stadii. Zvitata jsou hostitelem cervi, jejichz vyvojové cykly probihaji ve vnitinim
prostiedi hostitele a mezihostitele (biohelmintdzy) nebo v zivotnim prostiedi zvitat
(geohelmintdzy). Vztah cerva a hostitele je vztahem parazitickym. Choroby
pisobené Cervy jsou aktualni u vSech obratlovcil, negativnimi dopady parazitozy
zvitat jsou nepfimé i piimé ztraty v jejich uzitkovosti (chovatelska, produkéni,
reprodukéni) (Lamka a Duchacek, 2006).

Nejrozsitenéjsi helmintozy jsou pilsobeny tfemi tfidami Cervii: tasemnicemi
(Cestodes), hlisticemi (Nematodes) a motolicemi (Trematodes) (Lamka a Duchacek,
2006).

Prevence a lécba helmintdéz zvifat zahrnuje kombinaci zoohygienickych
opatfeni a vyuzivani velmi rozsahlé skupiny 1é¢iv s anthelmintickymi u¢inky (Lamka

a Duchacek, 2006).

2.2.1 Haemonchoza

Vlasovka slézova (Haemonchus contortus) - védecka klasifikace:
e fiSe: ZivoCichové (Animalia)
e kmen: hlistice (Nematoda)
e tfida: Secernentea
e fad: méchovci (Strongylida)
e Celed: Trichostrongylidae
e rod: Haemonchus

e druh: Vlasovka slézova (Haemonchus contortus)
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Vlasovka slézova je bézn¢ se vyskytujici parazit a je to jeden z nejvice
patogennich nematod pirezvykavci. Dospély cerv zije v mukéze posledni ¢asti

zaludku pirezvykavcu, slézu, a zivi se krvi (www.wikipedia.org).

Samicky mohou naklast za jeden den ptfes 5000 vajicek, ktera jsou dale
vyluovéna z téla hostitele spolecné s vykaly. Po vylihnuti z vajicka vznika nékolik

larvalnich stadii, které vyusti v L3 formu, kterd je pro zvifata infekéni

(www.wikipedia.org). K nakaze dojde nahodnym pozienim potravy kontaminované
larvami helmintd (Kofinkova K., 2006). Pfes gastrointestinalni trakt se larvy
dostanou az do slézu, kde vznika konecné dospélé stadium, které mize zptisobovat
vyhublost, anémii nebo az smrt infikovanych zvirat (Ghisi et al., 2007).
Haemonchoéza zplsobuje rozsdhlé ekonomické ztraty farmdiim na celém

svete, obzvlasté v teplych klimatickych oblastech, kde jsou nejpiiznivéjsi podminky

pro zivot vlasovky slézové (www.wikipedia.org).

Lécba haemonchézy je zaloZzena na podavani anthelmintik, ale velkym
problémem je zvySujici se rezistence vi¢i témto chemickym agens

(www.wikipedia.orq).

2.3 Anthelmintika

Anthelmintika jsou latky pouzivané pro eliminaci helmintd z organismu.
Vétsinou jsou to latky syntetického, nékdy biosyntetického puvodu (Lamka a
Duchéacek, 2006). Podobné jako helminti jsou délena také anthelmintika. Proti
tasemnicim se pouZivaji anticestoda, proti hlisticim antinematoda a proti motolicim
antitrematoda (Lincova et al., 2002). Mnoha anthelmintika mohou mit souc¢asné
ucinky proti vice tfidam c¢ervii nebo 1 proti puvodcim zevnich parazitdz.
Antiparazitdrni pfipravky jsou casto zaloZeny na kombinaci anthelmintik nebo

anthelmintik a antiektoparazitik (Lamka a Duchacek, 2006).

2.3.1 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazolova anthelmintika jsou veterinarni 1éCiva Siroce pouzivana pro
prevenci a lécbu parazitickych infekci. Mezi prvni objevené benzimidazoly patii

thiabendazol, ktery byl uveden do praxe ptiblizné pted 40 lety a Siroce se pouzival
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proti gastrointestinalnim hlisticim. Pozd¢&ji se objevily alternativy thiabendazolu
napt. mebendazol a také benzimidazoly obsahujici sulfidickou a sulfoxidovou
funk¢éni skupinu. Tyto benzimidazoly nabizely SirS$i spektrum uU¢inku a vySsi
ucinnost. Do této skupiny mizeme zatadit napi. albendazol. (Danaher et al., 2007)

Benzimidazoly jsou 1éCiva s antinematodni, z ¢asti s antitrematodni i
anticestodni (vyjimecné 1 antimykotickou) aktivitou. Pouzivaji se piedev§im ve
veterinarni medicing, pro tuto indikaci jim patii dle ATC klasifikace kod QO9AA
(veterinaria-anthelmintika). V humanni mediciné se zderivata benzimidazolu
k terapii helmint6z pozivaji pouze mebendazol, albendazol a thiabendazol, kod ATC
je PO2CA (Velik et al., 2004).

Mechanismus u¢inku je zaloZzen na inhibici B-tubulinovych subjednotek
nezbytnych pro tvorbu mikrotubulli v buitkadch parazitd. Jejich narusena tvorba se
projevi zadoucim poSkozenim funkénosti celé parazitarni buiniky. Afinita
benzimidazolli k parazitdrnimu typu B-tubulinu je mnohondsobné vyssi nez k B-
tubulinu bunek oSetfovanych zvifat, coz umoziuje uc¢inné davkovani benzimidazol
bez vedlejsich projevi u 1é¢enych zvifat (Lamka a Duchacek, 2006).

Vétsina 1é¢iv této skupiny piasobi proti vyvojovym i dospélym stadiim
helmintd, nékteré¢ latky i ovocidné. Anthelminticka aktivita je zavisla na délce
pfetrvavani terapeutickych koncentraci v télnich tekutindich a tkanich. U
monogastrickych zvifat (naptf. kocka, pes, prase) je tfeba vyuZzit pro dosaZeni
pozadované ucinnosti 1é€iva jeho opakovaného podani, u polygastrickych zvitat
(skot, ovce, kun) lze benzimidazoly podavat i jednorazové. (Lamka a Duchacek,
2006).

2.3.1.1 Flubendazol
Flubendazol, chemicky methyl-[5-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-

yl]karbamat, je dulezity zastupce benzimidazolovych anthelmintik. Sumarni vzorec:

13



/

SN -D/\:’:'
_~ H\>7N\

Obr.1. Strukturni vzorec flubendazolu (piekresleno dle http://www.wikipedia.org)

Flubendazol je Sirokospektré anthelmintikum vhodné pro pouziti jak
V humanni, tak veterinarni mediciné. V dneSni dob¢ slouzi pouze jako veterinarni
1é¢ivo. Pouziva se pro 1é¢bu parazitickych onemocnéni hlavné u prasat, dale u kufat,

krocanti a lovnych ptakt (Moreno et al., 2004).

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Flubendazol je fluor-analog mebendazolu, z toho vyplyva, Ze tyto dvé latky
maji velmi podobné vlastnosti. Jako ¢istd chemickd latka je flubendazol Sedobily az
nazloutly prasek. Molekulova hmotnost je 313,29. Flubendazol je jen velmi malo
rozpustny ve vodé (<10 mg/l). Rozpustnost v organickych rozpoustédlech (ethanol,
diethyleter, dichlormethan, hexan, toluen) je taky nizka.. Flubendazol je 1épe
rozpustny v kyseliné mraven¢i (340,5 g/lI), dimethylsulfoxidu (15 g/l) a
dimethylformamidu (5,6 g/lI). Rozdélovaci koeficient oktanol-voda, vyjadieny jako
log P, je 3,0. Flubendazol ma dv¢ ioniza¢ni konstanty pK,;=3,6 (imidazolovy dusik)
a pK42=9,6 (karbamatovy dusik) (Lampo et al., 1996).

Aplikace

Z divodu velmi malé rozpustnosti ve vodé nemuiZze byt flubendazol podavan
parenteralné, je vhodny pouze pro peroralni aplikaci (Nobilis et al., 2007).
Dostupnych je n€kolik 1ékovych forem jako tablety, pasta, pelety nebo premix pro
ptipravu medikovanych krmiv (Moreno et al., 2004).

Distribuce a metabolismus

Po peroralnim podani se flubendazol pouze omezen¢ vstiebava

z gastrointestinalniho  traktu  (GIT). V jatrech stejné jako v GIT podléha
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biotransformaci. Pfi hydrolyze dochézi k dekarbamoylaci a vznika hydrolyzovany
flubendazol. Druhou biotransformacni reakci je redukce, pii které dochazi k redukci
karbonylové skupiny a vznika redukovany flubendazol. Metabolity a nezménéna
parentni latka jsou vyluCovany do zlu¢i a nésledné exkretovany ve fekaliich.

Ptiblizn¢ 2% davky jsou vylucovany v nezménéné formé nebo jako metabolity do
moci (Nobilis et al., 2007).
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Obr.2. Hlavni metabolity flubendazolu (Danaher et al., 2007)

Spektrum uéinku

Flubendazol je anthelmintikum se Sirokym spektrem a vysokou ucéinnosti
proti vS§em vyznamnym druhim helmintt vyskytujicich se u prasat. U prasat byla
anthelmintickd aktivita flubendazolu hodnocena na zékladé 61 klinickych pokust,
které byly provedeny v riznych podminkéach chovu, v€etné zakladnich stad (prasnice
a kanci), odstavu a vykrmu. Pomoci flubendazolu, s vyuzitim riznych l1écebnych
plant, mohou byt efektivné 1éCeny vSechny vyznamné druhy helmintdz: Ascaris
suum (Skrkavka praseci), Oesophagostomum dendatum (zubovka praseci),
Hyostrongylus rubidus (vlasovka praseci), Metastrongylus apri (plicnivka praseci),
Strongyloides ransomi (hadé prasec¢i) a Trichuris suis ( tenkohlavec praseci).

Utinnost 1é&by se pohybuje kolem 95-100% (Janssen Animal Health).
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Tab.1. Prehled vysledki pokust

_ Uéinnost proti Uginnost proti ' _
Druhy helmint ' ' ' Ovocidni ucinnost
dospélym stadiim | vyvojovym stadiim
Ascaris suum +++ +++ +++
Oesophagostomum
+++ +++ +++
dendatum
Hyostrongylus
o +++ +++ +++
rubidia
Metastrongylus apri +++ ND ND
Strongyloides
_ +++ ND ND
ransomi
Trichuris suis +++ ND ND

+++=95% az 100% ucinnost, ND = data nejsou dostupna

Z ptedchazejici tabulky vyplyva, Zze flubendazol je silné anthelmintikum,
které zabiji dospclé helminty, jejich nedospéla stadia a stejné tak i jejich vajicka

(Janssen Animal Health).

Toxikologie flubendazolu

Flubendazol byl testovan V n¢kolika studiich na toxicitu: studie akutni a
subchronické toxicity, reprodukéni studie (neplodnost, embryotoxicita, teratogenita,
pted- a poporodni toxicita), mutagenita (in vivo a in vitro), karcinogenita a tolerance
(Lampo et al., 1996).

Zvysené davky byly testovany u kanci, prasnic, selat a vykrmu. Nepodafilo
se prokazat Zadné nezadouci Gc€inky na chovéani, rist, konverzi krmiva nebo néktery
z reprodukénich parametrt (Janssen Animal Health).

Kanci byli pfed ptipousténim oSetfovani ddvkou 3mg/kg denné po dva mésice
a prasnice byly oSetfovany v obdobi od fije do porodu stejnou davkou. Nebyly
prokazany zadné nezadouci ucinky na reprodukéni vykon, které by souvisely
s léCivem (Janssen Animal Health).

Bez jakychkoliv zapornych vlivli na reprodukci byly prasnice od 8. do 50.

dne biezosti osetfovany denné davkou 30 ppm flubendazolu v krmivu.
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Bez vedlejsich ucinkl byly prasnice oSetfovany béhem celé biezosti davkou
200 ppm flubendazolu v krmivu.

Bez vedlejSich ucinkii na reprodukci dostavaly prasnice denné, béhem
prvnich 10 tydnt biezosti, 50 mg flubendazolu/kg z. hm.

Specifické experimenty také prokazaly, ze flubendazol nemd Zzadny
mutagenni ani teratogenni potencial.

Stejné vysoka uroven tolerance byla demonstrovana i u dalSich zvifecich
druhti, jako jsou psi, kocky, kutata, krity, perlicky a bazanti (Janssen Animal

Health).

Bezpecnost pro spotiebitele

Na zékladé vysledki bezpecnostnich a farmakokinetickych studii Evropské
komise bylo mozno stanovit maximalni rezidualni limity (MRL), které mohou byt
obsazeny v tkanich uréenych k potravinovym tcelim, a které nepiedstavuji zdravotni

rizika pro spotiebitele (Janssen Animal Health).

Tab.2. Stanovené hodnoty MRL flubendazolu

svalovina 50 ng/kg
kize + tuk 50 ng/kg
jatra 400 pg/kg
ledvina 300 pg/kg

U prasat 1é¢enych obvyklou davkou (30 ppm flubendazolu v krmivu po 5
respektive 10 dnech) mize byt doporucena ochrannd lhita 5 dni. Je vSak dulezité
zdiiraznit, Ze za stanoveni ochrannych lhit pro 1é¢ivé pripravky odpovidaji mistni,
narodni autority. Pro prasata je v Ceské republice stanovena ochranné lhiita 5 dni a

na Slovensku 14 dni (Janssen Animal Health).
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2.4 Biotransformace xenobiotik

Biotransformace je nedilnou soucasti farmakokinetického procesu. Obecnym
principem biotransformace je zména struktury IéCiva (xenobiotika) s cilem usnadnit
jeho eliminaci z organismu. Biotransformacni pfeménou vznika nova latka
(metabolit, konjugat), ktera ma pozménénou strukturu a jiné fyzikalné-chemické
vlastnosti. Tim vSak muze ziskat i jinou biologickou aktivitu a jeji chovani
Vorganismu mize byt odlisné od chovani plavodni latky. Aktivita
biotransformaénich enzymi zdsadnim zplsobem ovliviiuje toxikologické a
farmakologické vlastnosti 1é¢iva. Znalost enzymdi, které jsou zodpovédné za
biotransformaci kazdého potencialniho 1é¢iva, ma velky vyznam pro predpovéd a
poznani nezadoucich ucinkli a interakeci. V poptfedi védeckého zdjmu je proto
poznani biotransformacnich enzymi, pochopeni mechanismii jednotlivych reakci a
vyuziti téchto znalosti pfi vyvoji novych 1é¢iv s maximalnimi uc¢inky zaddoucimi a
minimem U¢inkt nezadoucich (Szotakova, 2005).

Biotransformaéni pifemény a jeji duasledky jsou néplni jednoho
z biochemickych obort — xenobiochemie. Ta studuje metabolické pfemény latek télu
cizich a enzymy, které tyto pfremény katalyzuji. Zkouma vlivy, které aktivitu
biotransformacénich enzymii mohou meénit. Odhaluje strukturu 1 vlastnosti metabolit
xenobiotik, zvlasté jejich biologickou aktivitu. Pfispiva k pochopeni mechanismu
ucinku xenobiotika a studuje jejich vliv na dilezité metabolické cesty endogennich
latek (eobiotik) (Kvasni¢kova, 1995).

Z hlediska farmakologického ucinku Ié¢iva mize pti biotransformaci dojit ke
dvoji pfeméné: 1) biodeaktivaci, kdy vytvofeny metabolit nebo konjugét 1é¢iva ma
niz$i nebo zadny biologicky ucinek a 2) bioaktivaci, kdy se ptvodni 1é¢ivo méni na
metabolit, ktery je farmakologicky vice u¢inny nebo toxicky (Lincova et al., 2002).

Metabolismus xenobiotik 1ze roz¢lenit do n¢kolika fazi. V prvni fazi jsou do
struktury xenobiotika oxida¢nimi, redukénimi nebo hydrolytickymi reakcemi
zavedeny ¢i odhaleny reaktivnéjs$i funkéni skupiny. V druhé fazi dochdzi ke
konjugaci s endogennimi slou¢eninami. Za tieti fazi metabolismu xenobiotik je
V soucasné dobé povazovan transport xenobiotik a jejich metabolitd ¢i konjugath

ptes cytoplazmatickou membranu pomoci membranovych prenaseci (Velik et al.,
2004).
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2.4.1 Biotransformacni enzymy

Témét vSechny reakce v zivych organismech jsou umoznovany katalytickym
efektem biologickych katalyzatorth — enzymG. Ty pracuji jako ostatni
(,,nebiologické®) katalyzatory, ale v nékterych dilezitych aspektech se od nich lisi.
Jsou vysoce ucinné — reakéni rychlost enzymové katalyzovanych reakci byva nékdy
az o n¢kolik tada vyssi. Umoznuji reakce 1 za mirnych podminek — za pomérné
nizkych teplot, za normalniho atmosférického tlaku a pfi neutralnich hodnotach pH.
Jsou snadno regulovatelné, coz je pro zivot za ménicich se podminek okoli nezbytné
nutné (Ledvina et al., 2004).

Svou povahou jsou to bilkoviny. Cast molekuly, ktera je pro reakci zcela
nezbytnd, se nazyva aktivni centrum enzymu. Bilkovinna ¢ast molekuly se nazyva
apoenzym. Neékteré enzymy maji navic nebilkovinnou soucast (koenzym). Jako
koenzymy obvykle slouzi derivaty vitamint skupiny B. Koenzym se obvykle vaze
v blizkosti aktivniho centra a intenzivné se ucastni katalyzované reakce. Sem se
vazou i induktory a inhibitory, které vyznamné ovliviiuji rychlost enzymové reakce
(viz dale) (Ledvina et al., 2004).

Latka, jejiz pfeménu enzym katalyzuje, se nazyva substrat (S), ktery je
nasledné preménovan na produkt (P). Je nutné si uvédomit, ze enzym neni pasivnim
ucastnikem reakce, ale velice aktivné se na ni podili. Vytvaii se substratem komplex
enzym-substrat (ES), ktery je pfeménén na komplex enzym-produkt (EP), a po jeho
roz§tépeni se enzym uvolfiuje v piivodni podobé, schopny katalyzovat pfeménu dalsi

molekuly substratu (Ledvina et al., 2004):

E+S—ES—FEP—E+P

Hlavnim mistem biotransformace 1é¢iv jsou jatra (avSak i jiné organy, napf.
ledviny, gastrointestinalni trakt, kize, plice), kterd maji vyznamnou metabolickou
aktivitu. Pfeména 1éCiv v jatrech je velmi dulezita pro 1é¢iva podavana peroralné.
»Efekt prvniho prichodu jatry” vyznamné limituje dostupnost Iéciv silné
metabolizovanych v jatrech. Enzymy s biotransformaéni aktivitou jsou v bunice
umistény predevsim v endoplazmatickém retikulu a cytosolu, ale tato aktivita byla
zjisSténa také v mitochondriich, v membran¢ bunécného jadra a plazmatické

membrané (Katzung, 1994).
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2.4.2 Reakce 1. faze biotransformace

Jak jiz bylo zminéno, do prvni faze biotransformace mizeme zatadit reakce
oxidac¢ni, redukéni a hydrolytické.

Pii oxida¢nich reakcich dochazi k zavedeni hydroxylové skupiny do struktury
1éCiva, tvorbé epoxidi, N-oxidi ¢i S-oxidh, dealkylaci, deaminaci, dehalogenaci,
desulfuraci v zavislosti na chemické struktuie piivodniho 1é¢iva. VSechny tyto reakce
vyzaduji ptitomnost molekularniho kysliku a koenzymu NADPH event. NADH.
Katalyzu zprostiedkovava prevazné enzymaticky systém cytochromi P450 a
flavinové monooxygenasy. Kromé téchto enzymatickych systéml jsou oxidacni
reakce katalyzovany i pomoci jinych enzymi. Mezi nejvyznamnéj$i patii
alkoholdehydrogenasa, aldehyddehydrogenasa, xanthinoxidasa nebo aminooxidasy
(Gibson a Skett, 2001).

Redukéni reakce jsou katalyzovéany cytosolickymi i mikrosomalnimi enzymy.
Tyto reakce vyzaduji NADPH nebo NADH. Pii redukénich reakcich se redukuji
karbonylova, nitro- a azoskupina, N-oxidy, sulfoxidy ¢i dochazi k redukéni
dehalogenaci. Téchto reakci se Ulastni napi. alkoholdehydrogenasa,
aldo/ketoreduktasy, nitro- a azoreduktasy, glutathionreduktasa, cytochromy P450 a
dalsi (Lincova et al., 2002).

K reakcim hydrolytickym patii hydrolytické Stépeni esterové vazby, vazby C-
N (amidy, karbamaty, hydrazidy) a hydrolytick4d dehalogenace. Zucastnéné enzymy
jsou napt. arylesterasy, karboxyesterasy, acetylesterasy, karboxyamidasy ¢i

epoxidhydrolasy (Lincova et al., 2002).

2.4.2.1 Redukce xenobiotik

V zivo€isném organismu jako v organismu striktné aerobnim jsou obecné
preferovany spiSe oxidacni nez redukéni procesy. Stejné tak i v metabolismu
xenobiotik maji oxida¢ni pfemény kvantitativn€ nejvétsi vyznam. V poslednich
letech ale bylo zjisténo, Ze i redukce patii k hlavnim metabolickym pfeménam fady
vyznamnych 1é¢iv a jinych xenobiotik, proto jsou nyni intenzivné studovany
mechanismy redukénich pfemén a enzymové systémy, které tyto reakce katalyzuji

(Szotakova, 2005).
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Béhem redukéni prfemény enzym méni fyzikalné-chemické vlastnosti
xenobiotika, coz nasledné¢ mtze ovlivnit cely farmakologicky resp. toxikologicky
proces i kone¢né disledky. Redukei xenobiotika tak muze dojit (Parkinson, 2001):

-k deaktivaci xenobiotika
-k aktivaci xenobiotika
-k detoxikaci xenobiotika

-k toxikaci xenobiotika

2.4.2.2 Enzymy redukujici karbonylovou skupinu
Enzymy podilejici se na redukci karbonylu jsou fazeny do tii proteinovych nadrodin:

- dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem (MDR)

- dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)

- aldoketoreduktasy (AKR)

(Jez a Penning, 2001)

Charakteristickou vlastnosti reduktas je jejich subcelularni lokalizace v cytosolu.
Spole¢nym rysem vSech reduktas karbonylu je jejich zavislost na pyridinovych
nukleotidech. VétSina z téchto enzymu preferuje jako koenzym NADPH, vyjimkou
je napf. alkoholdehydrogenasa, ktera vyuziva NADH (Testa, 1995).

2.4.2.2.1 Aldoketoreduktasy (AKR)

Aldoketoreduktasy jsou nadrodinou NADPH-dependentnich oxidoreduktas
s mnoha fyziologickymi ulohami. Nachéazeji se u obratlovcti, bezobratlych, rostlin,
prvokt, hub 1 u bakterii. Typicky zastupce nadrodiny je monomerni (o/p)s-barelovy
protein s asi 320 aminokyselinovymi zbytky, ktery vyuziva NADPH a metabolizuje
Sirokou Skalu substratii v aktivnim centru obsahujicim katalytickou tetradu tyrosinu,
lysinu, aspartatu a histidinu (Jez a Penning, 2001).

Pivodné byly enzymy oznaCovany jménem podle substratové specifiky. To
ale vedlo kurcitym nejasnostem, proto byla navrZzena nova klasifikace AKR na
zakladé porovnani aminokyselinové sekvence. Tato nomenklatura je systematickd a

flexibilni a dovoluje zatazovat dal$i nové ¢leny do této rostouci enzymové nadrodiny
(Jez etal., 1997).
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2.4.2.2.2 Reduktasy se stiedné dlouhym retézcem (MDR)

Alkoholdehydrogenasy (ADH)

Alkoholdehydrogenasy jsou enzymy, které se ti¢astni metabolismu alkoholu
(hlavn¢ ethanolu). Byly nalezeny dva hlavni systémy — mikrosomalni cytochrom
P450 (CYP2E1) a cytosolicka alkoholdehydrogenasa (ADH, EC 1.1.1.1) (Deuster et
al., 1999). Substratova specifita ADH zahrnuje jak alifatické alkoholy, tak
aromatické 1 alicyklické hydroxylové slouceniny, endogenni i exogenni (Oppermann
a Maser, 2000).

Rozlisujeme osm podrodin ADH s riiznou tkanovou distribuci a substratovou
specifitou. VétSina z nich vyuzivé jako koenzym NAD. U ¢lovéka byly nalezeny tfi
isoformy ADH1 (ADH1A, ADH1B, ADH1C), u hlodavct pouze jedna isoforma
(Deuster, 2000).

Aldehyddehydrogenasy (ALDH)

Enzymy z ALDH rodiny katalyzuji NADP-dependentni oxidace aldehydd.
Rodinu tvofi 12 rGznych podrodin ALDH s riznou substratovou specifitou,
strukturnimi vlastnostmi a tkanovou distribuci. Podjednotky ALDH maji obvykle
500 aminokyselinovych zbytkil a jejich aktivni misto obsahuje katalyticky cystein.
Aldehyddehydrogenasy se ucastni katalyzy reakci ve tiech riznych fyziologickych
ulohach: detoxikace, intermediarni metabolismus a osmotickd ochrana bunék

(Petersen a Lindahl, 1997).

2.4.2.2.3 Reduktasy s kratkym retézcem (SDR)
SDR enzymy obsahuji asi 250 aminokyselinovych zbytkii a vétSinou jsou
v dimerni nebo tetramerni form¢ (Jornvall et al., 1995). Dal§im charakteristickym

strukturnim znakem je tetrada Asn, Ser, Tyr, Lys v aktivnim misté¢ SDR (Oppermann
et al., 2003).

Karbonylreduktasa (CR)

Redukce karbonylu je zprostiedkovana in vivo nejen dehydrogenasami, ale
také mnozstvim enzymu pusobicich jako reduktasy. Karbonylreduktasami jsou
souhrnné nazyvany aldehydreduktasy a ketoreduktasy, jez tvofi skupinu enzymut
znamou jako karbonylreduktasa (CR). CR katalyzuji NADPH-dependentni redukce
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fady biologicky a farmakologicky aktivnich substratli, endogennich latek i
xenobiotik (Testa, 1995).

Karbonylreduktasy byly nalezeny v kazdé analyzované tkani. Nachazeji se u
bakterii, kvasinek, hmyzu, rostlin i zivoCichii. U c¢lovéka se vyskytuji ve vSech
tkanich, nejvyssi aktivitu vSak vykazuji v jatrech, tenkém stievé, mozku a ledvinach.
Subcelularni lokalizace karbonylreduktas je primarné cytosolicka (Forrest a
Gonzales, 2000).

2.4.3 Reakce 2. faze biotransformace

Biotransforma¢ni reakce 2. faze se nazyvaji reakce konjugacni nebo
syntetické. Pfi nich dochézi za ucasti enzymi, obecné¢ zvanych transferasy,
k vytvofeni kovalentni vazby mezi funkéni skupinou ptivodniho 1é¢iva ¢i metabolitu
z1. fize a konjugaénim Ccinidlem. Konjugacni c¢inidla vznikaji v téle z Zivin
Vv procesu intermedidrniho metabolismu. Vytvareji se poldrni konjugaty, ve vétSiné
pripadl neaktivni, které¢ jsou rychle vylucovany do moce nebo stolice. Nékdy ale
mohou vzniknout i toxicky ptisobici konjugaty. Konjugaty 1é¢iv s vyssi molekulovou
hmotnosti se vyluCuji z vétsi Casti do zluée a mohou se v pfitomnosti stievnich
reduktas Sté€pit na pavodni latku. Konjugacni reakce probihaji zejména v jatrech,

ledvinach nebo plicich (Lincova et al., 2002).

Tab.3. Prehled 2. faze biotransformace (Gibson, Skett, 2001)

Typ konjugace Endogenni latka Transferasa
Glukuronidace UDP;(%J;JgI?r:ZHOVé UDP-glukuronyltransferasa
Acetylace Acetyl-CoA N-acetyltransferasa
Konjugace s glutathionem Glutathion GSH-S-transferasa
Konjugace s glycinem Glycin Acetyl-CoA-glycintransferasa
Konjugace se sulfatem Fosfoadenosyl- Sulfotransferasa
Metylace S-adenosylmethionin Transmetylasy
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2.4.4 Faktory ovliviiujici biotransformaci

Biotransformaci xenobiotik ovlivitluje fada faktort fyziologickych i
patologickych. Tyto faktory lze rozdé€lit na dvé hlavni skupiny: faktory inter- a
intraindividualni. Faktory interindividudlni podminuji rozdily v biotransformaci
xenobiotik u riznych jedincti, béhem zivota jedince vSak zlistavaji neménné. Mezi
tyto faktory mlzeme =zatradit druh, pohlavi, genetické predispozice. Faktory
intraindividualni rovnéz zpusobuji zmény v biotransformaci xenobiotik a b&hem
zivota jedince se méni. Do této skupiny mizeme zaradit napt. vék, biologické rytmy,
hormonalni zmény, té¢hotenstvi, patologické stavy, vyziva, medikace, Zzivotni
prostiedi, stres, koufeni nebo alkohol (Testa, 1995).

Vsechny tyto faktory zptsobuji obrovskou variabilitu v zastoupeni a aktivité
biotransforma¢nich enzymu a jsou pfic¢inou velkych rozdild v biotransformaci
xenobiotik u riznych jedinch. Tyto rozdily mohou byt jak kvantitativni tak
kvalitativni. V pfipadech kvantitativniho rozdilu je k pfeméné xenobiotika vyuzivana
stejna metabolickd cesta, pouze se lisi rozsah pfemény. Kvalitativni rozdily jsou
zpusobené zapojenim odlisnych metabolickych drah do biotransformace xenobiotika.
Variabilita v metabolismu 1é¢iv je ¢asto pii¢inou selhani terapie ¢i mnohych
necekanych a nezadoucich reakci na 1é¢iva (Szotakova, 2005).
druhové specificky vyskyt biotransformacnich enzymi. Vyzkum metabolickych
pfemén xenobiotik je z nejvetsi ¢asti zaloZen na experimentalni praci s laboratornimi
zvifaty in vivo a in vitro. Hlavnim problémem v extrapolaci dat ziskanych z pokust
na laboratornich zvitatech jsou znaéné mezidruhové rozdily v zastoupeni a aktivité
ptislusnych enzymii zpisobené riznou hladinou exprese gent kodujicich
biotransformaéni enzymy. Zmény (n¢kdy zcela nepatrné) v aminokyselinovém
sloZzeni jsou prficinou velkych mezidruhovych rozdili v substratové specifité a
v indukovatelnosti daného enzymu (Szotakova, 2005).

Kromé mezidruhovych rozdili v metabolismu xenobiotik existuji i rozdily
mezi pfislusniky jednoho druhu. Tento jev se nazyvad geneticky polymorfismus
(Gibson G.G., Skett P., 2001). Klasicky pfipad genetického polymorfismu je N-
acetylace antituberkulotika izoniazidu. Z hlediska rychlosti eliminace izoniazidu
acetylaci muzeme pacienty rozdé€lit do dvou skupin: rychli a pomali acetylatofi.

Pri¢inou je enzym N-acetyltransferasa, ktery ma v jatrech pomalych acetylatora
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zietelné snizenou aktivitu ve srovnéni s aktivitou nalezenou u acetylatorti rychlych.
Toto je velice vyznamné hlavné pro pacienty, kteti metabolizuji izoniazid pomalu,
protoze je u nich velka pravdépodobnost kumulace 1é¢iva v organismu, coz mize mit
za nasledek vyskyt nezddoucich ucinka (Liillmann et al., 2003).

Mezi vyznamné faktory patii i veék. Velmi mladi nebo stafi jedinci jsou
zvySené vnimavi k farmakologickému nebo toxickému ptsobeni 1é¢iv. Ptiinou jsou
rozdily nejen v metabolismu, ale i absorpci, distribuci a eliminaci 1é¢iv. Pomalejsi
metabolismus mtiZze byt zpisoben snizenou aktivitou metabolickych enzymt nebo
snizenou dostupnosti nezbytnych endogennich kofaktort (Katzung, 1994).

Metabolismus 1éCiv rovnéz ovliviiuji akutni nebo chronicka onemocnéni,
kterd meéni bunéfnou architekturu nebo funkci jater. Mezi né patii steatdza,
alkoholicka hepatitida, cirhoza jater, hemochromatéza, chronickd nebo akutni
hepatitida, biliarni cirh6za a akutni virova nebo polévkova hepatitida. V zavislosti na
zavaznosti  téchto onemocnéni dochdzi k posSkozeni jaternich enzymu
metabolizujicich 1éCiva, zvlast€ mikrosomdlnich oxidas, a tudiz ke zna¢nému
ovlivnéni eliminace 1é¢iv (Katzung, 1994).

Faktory zevniho prostfedi se rovnéz podileji na individualnich variacich
metabolismu 1é¢iv. Kuféci cigaret metabolizuji n€kterd 1é¢iva rychleji nez nekuraci
z ditvodu enzymové indukce (viz dale). Pracovnici v primyslu, vystaveni pusobeni
nékterych pesticidi, metabolizuji urcité 1écivé latky rychleji neZ neexponovani
jedinci. Takové rozdily ztéZzuji ur€eni Gc¢innych a bezpecnych davek 1ékt, majicich

uzké terapeutické rozmezi (Katzung, 1994).

2.4.5 Modulace aktivit biotransformacnich enzymi

Jednim z disledkid parazitdozy miize byt zména aktivity biotransformacnich
enzymu. JestliZze dojde ke sniZeni aktivity enzymu podilejicich se na biotransformaci
xenobiotik, mluvime obecné o inhibici. Ta  se mulze projevit zvySenim
plazmatickych hladin 1é¢iv a moznym vyskytem nezadoucich Gginkd 1é¢iv (Savlik et
al.,, 2005). Inhibice metabolismu xenobiotik v dusledku parazitozy miaze byt
zpiisobena nékolika pfi¢inami: destrukei jiz existujicich enzymi, inhibici syntézy
biontransformacnich enzymii nebo muiize dojit k zamezeni vazby enzymu na substrat,

¢imz dojde k jeho inaktivaci (Gibson a Skett, 2001).
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Naproti tomu pfi indukci dochédzi ke zvySeni aktivity biotransformacnich
enzyml, coZz ma za nasledek urychleni metabolismu a dochazi tak k poklesu
plazmatickych hladin 1é¢iv. Indukce muze tedy vést ke snizeni ucinki 1éciva az
k uplnému selhani  16¢by (Savlik et al., 2005). Indukovatelnost piedstavuje
strategicky vyznamnou vlastnost prakticky vSech biotransformacnich enzymi, nebot’
indukci je nutno chapat jako obranny mechanismus organismu pred chemickym
stresem, ktery muze zpusobit piitomnost parazita v organismu. Narast aktivity
biotransformacniho enzymu je vétSinou disledkem zvySeni exprese prislusného genu
(tzv. transkrip¢ni mechanismus indukce), sniZzeni degradace proteinu nebo stabilizace
MRNA (netranskripéni mechanismy indukce). Indukce mulze mit vyznamné
farmakologické a toxikologické disledky. Modulaci aktivit biotransformacnich

enzymu je pozménéna intenzita i doba trvani G¢inku 1é¢iv (Szotakova, 2005).

2.5 Chromatografie

Chromatografie je fyzikédlni separacni metoda. Zdkladnim mechanismem
separace je rozdélovani jednotlivych komponentdi mezi pevnou a mobilni fazi.
V prubéhu separacniho procesu dochazi k opakované sorpci a desorpci Castic,
pficemz rozdily v separaci €astic jsou vysledkem riznych distribu¢nich konstant
(Poole a Poole, 1993).

Rozlisujeme nékolik zakladnich chromatografickych metod, a to podle
charakteru mobilni faze. V plynové chromatografii je mobilni fazi inertni plyn,
Vv superkritické chromatografii slouzi jako mobilni faze superkritické medium, které
ma vlastnosti charakteristické pro plyn i kapalinu. Superkritické medium je
V podstaté plyn, jehoz tlak i teplota jsou nad kritickou hodnotou. A Vv kapalné
chromatografii se jako mobilni faze pouZivd kapalina snizkou viskozitou.
Stacionarni faze je obecné porovity, granulovany prasek ve formé& pevné homogenni
vrstvy, kterd je nanesena na vnitini povrch kolony. Sorbenty jsou obvykle pevné
latky s velkym povrchem (silikagel), na ktery jsou navazany dlouhé alkylové fetézce
hydrofobniho charakteru (C8-C18). Toto je ptiklad chemicky vazané staciondrni
faze, které maji v dneSni dobé nejvétsi vyuziti. Velice perspektivni jsou chirdlni
kolony, které¢ umoznuji analyzovat opticky aktivni latky (Poole a Poole, 1993).

Chromatografické metody mizeme rozdélovat i podle jinych méftitek jako je

provedeni, rozlisujeme kolonové (HPLC, GC) a plosné provedeni (TLC, PC), nebo
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podle mechanismu separace. V tomto ptipad¢ rozliSujeme chromatografii adsorpéni,
rozdélovaci, iontové vyménnou a gelovou (Poole a Poole, 1993).

Vysledkem chromatografického procesu je chromatogram, coz je zdznam
prub&hu chromatografického procesu (Poole a Poole, 1993).

Chromatografii mizeme vyuzit pro kvalitativni a kvantitativni analyzu
separované smési. To znamend, ze mizeme identifikovat jednotlivé slozky smési a

také zjistit jejich relativni koncentraci (Poole a Poole, 1993).

2.5.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie je jedna z nejprogresivnéjSich
analytickych metod. Ma velice Siroké spektrum vyuziti, uplatituje se prakticky ve
vSech védnich oborech. Jedna se o separacni metodu, kterd umoziuje kvalitativni 1
kvantitativni analyzu vzorkli. VysokolUc¢inna kapalinova chromatografie ma fadu
prednosti, jedna se o velkou rychlost analyzy, vysokou citlivost stanoveni, pro
analyzu je potfeba minimalni mnozstvi vzorku a v neposledni fadé je cely proces

analyzy mozno zautomatizovat (Poole a Poole, 1993).

2.5.1.1 Slozeni HPLC

HPLC je vysoce komplexni pfistroj, ktery se sklada z n¢kolika zakladnich ¢asti:
e zasobniky mobilni faze
e degasser
e (Cerpadlo
e autosampler
e programovaci jednotka
e Kkolona
o detektor

e pocitac
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Zasobniky mobilni faze
Zasobniky mobilni faze jsou nadoby, ve kterych je uchovavana mobilni faze
Vv prib¢hu analyzy. Mohou byt vyrobeny z riznych materiala (sklo, plast) a jejich

pocet je nejéastéji od jedné do tii (http://www.hplc.cz).

Degasser (odplynovaci zarizeni)

Mobilni faze nesmi obsahovat bubliny vzduchu a jinych plynt, protoZze by
dochazelo k ovlivnéni pribéhu analyzy a ke zkresleni vysledki. Odplynéni a
odvzdusnéni mobilni faze zajisti reprodukovatelné retencni Casy, reprodukovatelny
objem nastiiku, stabilni pratok mobilni faze, nizky Sum zdkladni linie a vysokou
citlivost detektord. K odvzdusnéni dochazi na zakladé nékolika mechanismd, a to
vakuova filtrace a sonifikace, probubldvani mobilni fdze heliem nebo vakuovy

degasser (http://www.hplc.cz).

éerpadlo

Zakladni funkci Cerpadla je vedeni mobilni faze ze zasobnikii na kolonu.
Cerpadla pracuji pod velkymi pracovnimi tlaky ( V rozmezi 1- 60 MPa) a zajit'uji
konstantni prutok mobilni fiaze. U cerpadla je dualezitda velka presnost a
reprodukovatelnost pratoku v celém rozsahu pracovnich tlakd, z tohoto divodu je

Cerpadlo  jedna zfinanéné 1 vyrobné nejnarocnéjsich soucasti HPLC.

(http://www.hplc.cz)

Autosampler

Autosampler umoziiuje automatické davkovéani série vzorkili nebo nésttik
jednotlivych vzorki. Automatické davkovace jsou spojeny se zdsobnikem vzork, ve
kterém jsou umisténé vialky uzaviené pryzovym septem. Vzorek je davkovéan
pomoci vicecestnych (vétSinou Sesticestnych) ventili nebo pomoci nékolika
tiicestnych ventill. K zamezeni kontaminace vzorkli se pouZiva oplach jehly.

(http://www.hplc.cz)
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Kolona

Chromatografickd kolona je v podstaté¢ trubka nebo kapildra rovnomeérné
naplnéna stacionarni fazi, pti¢emz na kolonu jsou kladeny urcité pozadavky. Musi
byt chemicky inertni, musi odolavat pomémée vysokym tlakiim a vnitini povrch
plasté kolony musi byt dostatecné hladky. Nejpouzivanéjsi material k vyrobé kolon

je nerezova ocel, plast nebo sklo. (http://www.hplc.cz)

Te

Obr.3. Slozeni HPLC kolony (ptekresleno dle http://www.hplc.cz)

HPLC kolona se sklada z kovového plasté (1), ktery je uzavien kovovou
fritou (2), kterd zabranuje uvoliiovani staciondrni faze (3) z kolony a soucasné
umoznuje plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonceny
prevleCenym ochrannym krouzkem (4) a koncovou hlavici (5), ve které je

navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6).

Detektor

Detektory jsou umistény na konci kolony a analyzuji efluent. Detektory
zaznamenavaji rozdil mezi priichodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici
eluovanou slozku celou detektoru. Detektory se nejcastéji déli na detektory

koncentra¢ni a hmotnostni (http://www.hplc.cz)

Koncentra¢ni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky
v efluentu dm/dV nezavisle na ptivodu slozky do detektoru. Hmotnostni detektory
reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky v efluentu dm/dt do detektoru

(http://www.hplc.cz).

Jiny zpiisob déleni je na detektory nedestrukéni a detektory destrukéni.
V nedestrukénich detektorech nedochazi k chemické zméné detekované komponenty,
Vv destrukénich  detektorech se detekovana komponenta ireverzibilné méni

(http://www.hplc.cz).
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V soucasné dobé€ jsou v podstaté¢ vSechny typy detektord pouzivanych pro
HPLC koncentraéni a lze je rozdé€lit do dvou skupin, a to na detektory selektivni,
jejichz signal je tmérny pouze koncentraci detekované komponenty, a na detektory
univerzalni, jejichz signal je umérny celkové vlastnosti efluentu jako celku, tj.

mobilni fazi a detekované komponenty (http://www.hplc.cz).

Na detektor jsou kladeny urcité idealni pozadavky:
e Moznost detekce vSech piitomnych komponent (univerzalnost)
e QOdezva detektoru by méla byt okamzitd a linearni v CO nejSirSim
koncentra¢nim rozmezi
e Vysoka citlivost a nizk4 Giroven Sumu

¢ Robustni vi¢i zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploty

¢ Umoznit gradientovou eluci

Vlastni typy detektort:
e UV/VIS detektor
e Fluorescen¢ni detektor
e Refraktometricky detektor
e Elektrochemicky detektor
e Hmotnostni detektor

(http://www.hplc.cz).
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3 Cil prace

Ukolem piedlozené diplomové prace bylo testovat in vitro biotransformaci
anthelmintika flubendazolu v jatrech a tenkém stfevé ovci zdravych a ovci

postizenych haemonchdézou.

Cilem bylo:
e porovnat biotransformaci flubendazolu v jatrech a stfevech ovce
e zjistit, zda parazitoza zpusobena vlasovkou slézovou (Haemonchus
contortus) ovliviwje in vitro biotransformaci flubendazolu v jatrech nebo
tenkém stieve
e posoudit, jestli ma délka infekce vliv na biotransformaci flubendazolu
e  zjistit, zda ma pohlavi zvitete vliv na biotransformaci flubendazolu a na jeji

pfipadné zmény zptisobené haemonchdzou
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pokusna zvirata a biologicky material

Species, na kterém byla provadéna experimentalni ¢ast této diplomové prace,

byla ovce domaci (Ovis aries), plemeno Merino landschaf.

Byly vytvofeny tfi skupiny ovci:

sk. A (3 samci + 3 samice) — kontrolni skupina, zdravé ovce

sk. C (4 samci + 4 samice) — ovce se 7-tydenni parazitézou experimentalné
vyvolanou larvami Haemonchus contortus

sk. E (4 samci) — ovce sll-tydenni parazitozou vyvolanou larvami

Haemonchus contortus

Na zacatku pokusu byly ovce staré 3-4 mésice (asi 30kg zivé vahy). Infikace

byla realizovana peroralni suspenzi s 5000 larvami L3 H. contortus.

Po usmrceni zvitat byla do péti minut vyjmuta jatra, levy lalok byl rozdélen

na malé kousky a zmrazen v tekutém dusiku béhem transportu do laboratore. Dale

byla vyjmuta ¢ast tenkého stfeva (1,5m od duodena). Po vyplachnuti stfevniho

obsahu fyziologickym roztokem nasledovalo zmrazeni materialu v tekutém dusiku.

Jétra a stfeva byla uloZena do hlubokomraziciho boxu (-80°C).

4.2 Pristroje

laboratorni pfedvazky Kern KB

analytické vahy Scaltec SBC 22

pH metr Thermo Orion model 410A

pH metr Jenway model 3020

hlubokomrazici box Ultra-low freezer So-low
centrifuga Haraeus Biofuge Stratos

centrifuga Beckman Coulter

centrifuga Eppendorf 5415D
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4.3

Eppendorf concentrator 5301
Eppendorf Thermomixer Comfort
ultrazvukové lazen NETZ K2
trepacka Multi-vortex V-32
michacka Variomag Mono
¢tecka Biorad
pipety Biohit Proline
vakuové filtra¢ni zatizeni SUPLECO, filtr s velikosti port 0,45um
zdroj vakua Laboport KNF
HPLC — Shimadzu
o Tidici jednotka SCL-19Avp
o autosampler SIL-10ADyp
o vysokotlakd pumpa LC-10ADyp
o zafizeni pro temperovani kolony CTO-10ACyp
o kolona LiChroCART 250-3 LiChrospher 60 RP-select B (S5um)
o degasser GT 154 (Vakuum)
o fluorescen¢ni detektor RF-10Ax.

o pocita¢ vybaveny softwarem Shimadzu Class-VP

Chemikalie

draselno — fosfatovy pufr 0,025M pH 3,0

Na — fosfatovy pufr 0,1M pH 7,4

roztok A (NaHCO3, Na,COs, bicinchoninic acid v 0,21M NaOH)
roztok B (4% CuS0O,.6H,0)

roztok C (vznikne smichanim roztoku A a B v poméru 50:1)
roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) 1%

standard FLU

standard FLU, redukovany

standard ABZ

dimethylsulfoxid (DMSO)

NADPH
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e amoniak

e octan ethylnaty

e dihydrogenofosfore¢nan draselny
o kyselina o-fosfore¢na

e acetonitril

e methanol

e isopropylalkohol

e destilovana voda

e redestilovana voda

4.4 Pracovni postupy

4.4.1 Priprava pufri, zasobnich roztoku a mobilni faze

Sodno-fosfatovy pufr

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé slozky: 1000ml 0,IM roztoku
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 35,8g Na,HPO,.12H,0) a
250ml 0,1M roztoku dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného (navdzka 3,9g
NaH;P04.2H,0). Za stalého michani a kontroly pH byly tyto roztoky slévany, az
bylo dosazeno poZzadované hodnoty pH 7,4.

Draselno-fosfatovy pufr

Navazka 3,4022g dihydrogenfosforenanu draselného se rozpustila
Vv redestilované vodé v odmérné baiice na 1000ml. Po doplnéni vody po rysku se
vznikly roztok dukladné protiepal, aby doslo k rozpusténi vsSech krystalkt
dihydrogenfosfore¢nanu. Nasledné se pomoci kyseliny o-fosforeéné upravilo pH na
pozadovanou hodnotu 3,0 a vznikly pufr se prefiltroval pres filtr s velikosti pori

0,54pum.

Zasobni roztok NADPH
Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky NADPH 9,996mg ve 4ml
redestilované vody. Koncentrace zasobniho roztoku NADPH pak byla 3,0mM.
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Zasobni roztoky flubendazolu

K ptipravé roztokli flubendazolu byl pouzit zdsobni roztok flubendazolu o
koncentraci 1500uM, ktery byl pfipraven rozpusténim 2,345mg FLU v 5ml DMSO.
Dalsi roztoky vznikly fedénim stavajiciho roztoku.

600ul roztoku o koncentraci 500uM byl pifipraveno smisenim 200ul 1500uM
roztoku FLU se 400ul DMSO. Pro pfipravu 1000ul roztoku o koncentraci 150uM
bylo pouzito 100ul 1500uM roztoku FLU a 900ul DMSO. Pro ptipravu 600ul 50uM
roztoku bylo pouzito 20ul 1500uM roztoku FLU a 580ul DMSO a nakonec 1000ul
15uM roztoku bylo pfipraveno smisenim 10ul 1500uM roztoku flubendazolu s
590ul DMSO.

Z roztokl o koncentracich flubendazolu 500, 150, 50 a 15uM byly odebrany
vzdy 3ul a piepipetovany do reakéni smési, jejiz objem pak byl 300ul. Z toho
vyplyva, ze v reakéni smési byl flubendazol v pozadovanych koncentracich 5, 1,5,

0,52 0,15uM.

Mobilni faze

K pfipravé mobilni faze pro achirdlni HPLC analyzu byl pouzit 0,025M
draselno-fosfatovy pufr pH 3,0, ktery byl smiSen s acetonitrilem v poméru 7:3.
Vznikla mobilni faze byla dobfe promichdna a na 15min umisténa do ultrazvukové

lazné pro lepsi homogenizaci a odvzdusnéni.

4.4.2. Priprava subcelularnich frakci

Vzorky jater 1éCenych a neléCenych ovcei byly vyjmuty z hlubokomraziciho
boxu. Po mirném roztati pti laboratorni teploté byly jatra rozstiihdny na malé kousky
arozvazeny po 5g. V chladicim boxu byly zhomogenizovany a ziedény 0,1M Na
— fosfatovym pufrem pH 7,4 v poméru 1:6 (tzn. 5g jater v 30ml pufru).

Vzorky stiev byly rovnéz vyndany z hlubokomraziciho boxu a po rozmrazeni
byly rozstiihany podéln€. Pro tucel ziskani mikrosomti a cytosolu s obsahem
biotransformacnich enzymi se pouzila pouze stfevni mukédza seSkrdbnuta z vnitini
strany stfev. 10g této mukdzy bylo zhomogenizovano a ziedéno Na — fosfatovym
pufrem pH 7,4 v poméru 1:3 (tzn. 10g mukozy v 30ml pufru).

Nésledny postup byl u jater i stfev stejny. Nejdiive byly v piredchlazené (4°C)

centrifuze Heraeus centrifugovany pfi 5000g 20min. Supernatant z prvniho toceni
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byl znovu centrifugovéan ale pti 20000g 60min. Nasledn¢ byl supernatant opatrné
prelit do kyvet pro ultracentrifugu Beckman a v ni toc¢en pii 105000g 65min.

Supernatant, ktery vznikl po tieti centrifugaci, byl pozadovany cytosol. Ten
byl slit do kadinek a za stalého michéani rozpipetovan po 1,1ml do mikrozkumavek.

Peletu po tieti centrifugaci tvotily mikrosomy. Pro jejich precisténi se opét
zfedily 30ml pufru, zhomogenizovaly a ultracentrifugovaly pii 105000g 60min.
Mikrosomy v ziskané peleté¢ se zhomogenizovaly s 5ml Na—fosfatového pufru s 20%
(v/v) obsahem glycerolu. Takto zhomogenizované mikrotomy byly slity do kadinek,
ponofeny do ultrazvukové lazné pro lepsi homogenizaci a za stdlého michani
rozpipetovany po 1,Iml do mikrozkumavek.

Mikrozkumavky s cytosolem i mikrosomy byly do dalsiho pouziti

uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi -80°C.

4.4.3. BCA stanoveni bilkoviny

Princip metody spodiva vtom, Ze proteiny reaguji s Cu®* v alkalickém
prostiedi. M&d'naté ionty prechazi na m&dné ionty Cu'’, které vytvari v prostiedi
kolem pH 10 stabilni modrofialovy komplex s BCA (bicinchoninic acid). Intenzita
zbarveni je pfimo Umérnd mnozstvi bilkoviny. Absorbance komplexu se méfi
spektrofotometricky pii 562nm.

Pro vlastni stanoveni koncentrace bilkoviny byly mikrosomy a cytosol
zfedény 20x redestilovanou vodou. Takto byly pfipraveny dvé fedéni a z kazdého
fedéni pak ctyfi paralelni vzorky, celkem tedy osm paralelnich vzorkd pro jedny
mikrotomy nebo cytosol.

Do kazdé jamky na mikrotitraéni desticce bylo pipetovano 10ul vzorku
bilkoviny a 200ul pracovniho roztoku C, ktery v €as potfeby vznikl nafedénim
roztoku A (NaHCO3, Na,CO3, BCA v 0,1M NaOH) a roztoku B (4% CuSO4.6H,0)
Vv poméru 50:1. Slepé vzorky obsahovaly misto bilkoviny 10ul destilované vody.
Vzorky na desti¢ce byly dobfe promichany a inkubovany 30min pti 37°C.

Po inkubaci byla na ctecce Biorad zméfena absorbance pii 562nm proti
destilované vodé¢. Od zjisténych hodnot byly odecteny priméry slepych vzorka. Po
sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly vypocteny koncentrace bilkoviny v jednotlivych

frakcich.
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K sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu

(BSA) 1%, ptiprava probéhla dle nésledujiciho rozpisu:

Tab. 4. Rozpis pro ptipravu vzorki k sestrojeni kalibra¢ni kiivky

koncentrace BSA | roztok 1% BSA destilovana
(ng/ml) (M) voda (ul)
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

4.4.4. Testovani in vitro biotransformace flubendazolu

1. Priprava reakéni smési:

Prvnim krokem v pfipravé vzorki pro HPLC analyzu byla ptiprava reakéni
smési. Reakéni smés tvotily Ctyfi zakladni slozky: flubendazol, 0,1M Na-fosfatovy
pufr pH 7,4, NADPH a cytosol.

Navazka  flubendazolu byla  rozpuSténa v pfisluSném  mnozstvi
dimethylsulfoxidu, ¢imZ vznikl zasobni roztok flubendazolu. 3ul tohoto roztoku pak
byly pieneseny do mikrozkumavky. Nasledné¢ bylo pfidano 97ul 0,1IM Na-
fosfatového pufru pH 7,4, 100ul 3mM roztoku NADPH a 100ul cytosolu
obsahujiciho biotransformacni enzymy. Kone¢ny objem reakéni smési byl vzdy
300pul.

Celkové byly pro inkubace pouzity Ctyfi rtizné koncentrace flubendazolu
(0,15; 0,5; 1,5 a 5uM) a jaterni nebo stievni cytosol z péti riznych skupin zvifat
(A,C.E,A°,C%). Kazdy typ inkubacni smési byl piipraven ve Ctyfech paralelnich
vzorcich.

Soucasné byly jesté pripraveny dva druhy slepych vzorki: biologické (bez

flubendazolu) a chemické (bez cytosolu) slepé vzorky.
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Biologické slepé vzorky: 3ul DMSO
97ul Na-fosfatového pufru pH 7,4
100ul 3mM NADPH
100ul cytosolu
Chemické slepé vzorky: 3ul substratu (zasobni roztok flubendazolu)
97ul Na-fosfatového pufru pH 7,4
100ul 3mM NADPH
100 pl NA-fosfatového pufru pH 7,4

Biologické slepé vzorky neobsahovaly substrat, ktery by mohl byt
metabolizovan. Proto tyto vzorky slouzi ke zjisténi, jestli nedochazi k interferenci
mezi analyzovanym metabolitem a endogenni latkou obsazenou v cytosolu.

Chemické slepé vzorky bez cytosolu s biotransformac¢nimi enzymy slouzi
k odhaleni pfipadnych neenzymovych pfemén substratu v prubéhu inkubace a

zpracovani vzorku.

2. Inkubace cytosolu s flubendazolem:

Uzaviené mikrozkumavky byly vlozeny do inkubatoru Eppendorf
Thermomixer Komfort, kde za stalého tfepani a pfti teploté 37°C probihala inkubace
po dobu 30-ti minut. Po uplynuti této doby bylo do reakéni smési pfidano 30ul
amoniaku, ¢imz doslo k zastaveni reakce. Nasledné byly eppendorfky pteneseny do
ledové lazné, k reakéni smési bylo pfidano 700ul octanu ethylnatého. Obsah byl
intenzivné tfepan na tfepacce po dobu dvou minut, nasledovala centrifugace 3min pfi
5000g. Z kazdého vzorku byla odebrana vrchni ethlyacetatova vrstva, kterd byla
pfenesena do vialek. Vialky byly umistény do koncentratoru, kde pii 45°C doslo

Kk uplnému odpateni rozpoustédla.

3. Konecna uprava vzorku:

Do vialek z odparkem bylo napipetovano 400ul mobilni faze, ktera vznikla
smisenim acetonitrilu s redestilovanou vodou v poméru 3:7. Vialky byly uzavieny
vickem s pryZzovym septem a umistény do ultrazvukové lazné na Smin, aby doslo
K Gaplnému rozpusténi odparku Vv mobilni fazi. Poté byly vialky umistény do

zasobniku autosampleru v HPLC.
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4.5 HPLC

4.5.1 Parametry metody

e pfistroj: Shimadzu

e kolona: LiChroCART 250-3 LiChrospher 60 RP-select B (5um)

e fluorescencni detektor RF-10Ax.

e detekce: fluorescenéni Aex = 300nm
Aem = 360nm

e nastiik: 10 pl

e délka analyzy: 25 min

e teplota: 25°C

e tlak: 19,1 MPa

e prutok mobilni faze: 0,7 ml/min

e mobilni faze: acetonitril : fosfatovy pufr pH 3,0 v poméru 3 : 7

4.5.2 HPLC analyza vzorki

Cilem bylo zjistit koncentrace flubendazolu ve vzorcich pfipravenych vyse
popsanym postupem. Po zapnuti pfistroje byla kolona, ktera je jinak uchovavana ve
smési acetonitrilu a redestilované vody v poméru 7:3, promyvéana nejprve smeési
acetonitrilu a redestilované vody v opaéném poméru tedy 3:7 po dobu 45min.
Nasledné byla promyvana ¢istou mobilni fazi slozenou z acetonitrilu a draselno-
fosfatového pufru pH 3,0 dalSich 45min. Po dostatecném promyti kolony a ustaleni
pracovniho tlaku byly do zdsobniku na vzorky vloZeny vialky.

V pocitaci pomoci operacniho software Shimadzu Class-VP byly navoleny
prislusné parametry metody. Byla vytvofena sekvence obsahujici 36 vzorkl. Pro
kazdou koncentraci flubendazolu byla vytvofena vzdy nova sekvence. Poté byla
spusténa analyza vzorkli dané sekvence, ktera trvala 25min. Po ukonceni prace byly
ze zasobniku vyndany vialky se vzorky a kolona se promyvala 45min smési vody a
acetonitrilu v poméru 7:3 a potom dalSich 45min smési vody a acetonitrilu v poméru

3:7.
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Jednotlivé metabolity byly identifikovany na zéklad¢ retencnich Ccast
referencnich latek.
Mnozstvi jednotlivych metabolith bylo vypocCteno na zéklad¢ jiz diive

sestrojené kalibra¢ni kiivky.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni bilkoviny

Koncentrace bilkoviny byla stanovovana V cytosolické frakci jater a stiev
zdravych, nemocnych a dlouhodobé nemocnych ovci a beranit metodou BCA, ktera
byla popsana v kapitole 4.4.2.

Na zékladé kalibrac¢ni kiivky byly ze zjisténych absorbanci (po odecteni
pramérné absorbance slepych vzorkil) vypocteny hodnoty koncentrace bilkoviny

v jednotlivych vzorcich.

Tab.5. Koncentrace bilkoviny v jaternich a stfevnich vzorcich zdravych, nemocnych

a dlouhodobé nemocnych ovci a berantl.

koncentrace bilkoviny (mg/ml)

zdravi | nemocni| dlouhodobé nemocni
jatra - berani 20,8 194 17,3
jatra - ovce 21,1 18,7 -
stfeva - berani 9,2 111 10,4
stfeva - ovce 10,3 11,7 - %

“Skupina dlouhodob& nemocnych zvifat byla slozena pouze z berani

25

20 A

15 4

M jatra - berani

M jatra - ovce
10 ~

koncentrace bilkoviny (mg/ml)

zdravi nemocni dlouhodobé
nemocni

Obr.4. Koncentrace bilkoviny v jaternich vzorcich berant a ovci
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Obr.5. Koncentrace bilkoviny ve stfevnich vzorcich berant a ovci

Z obrazka 4 a 5 vyplyva, Ze neni signifikantni rozdil v koncentraci bilkoviny
mezi samci a samicemi. RovnéZ je vidét, ze ani zdravotni stav zvitete pfili§ neovlivni
koncentraci bilkoviny, ale podstatny rozdil lze zaznamenat mezi jaternimi a
sttevnimi vzorky, pficemz koncentrace bilkoviny v cytosolu ze stiev je podstatné

nizsi.

5.2 Sledovani vlivu parazitézy na biotransformaci

flubendazolu

Vliv parazitéozy na biotransformaci flubendazolu byl zjistovan na zéaklade

srovnavani vysledkt u zdravych a nemocnych zvirat.

Tab.6. VIiv haemonchozy na metabolismus flubendazolu v jatrech samct

Samci (jatra) - 5SuM FLU

zdravotni stav specificka aktivita (omol/min/mg) SD
zdravi (skup. A) 13,4 1,2
nemocni (skup. C) 6,5 0,3
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Tab.7. Vliv haemonchézy na metabolismus flubendazolu v jatrech u samic

Samice (jatra) - 5uM FLU
zdravotni stav specificka aktivita (pomol/min/mg) SD
zdravi (skup. A") 4,0 11
nemocni (skup. C') 3,1 0,3

Tab.8. Vliv haemonchozy na metabolismus flubendazolu ve stievech u samci

Samci (stieva) - 5uM FLU
zdravotni stav specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
zdravi (skup. A) 20,2 2,7
nemocni (skup. C) 17,0 0,3

Tab.9. Vliv haemonchdzy na metabolismus flubendazolu ve stfevech u samic

Samice (stieva) - 5uM FLU
zdravotni stav specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
zdravi (skup. A") 18,3 2,4
nemocni (skup. C') 11,7 1,9

Samci (jatra)

16,0
© 14,0
S5 120
> O 12,0 4
€ E
< = 100

= B zdravi (skup. A)
§ e 8,0 - ]
o = B nemocni (skup. C)
= (@) 6,0 -
S =
& & 40
(7/] 2,0 1
0,0 -

Obr.6. Vliv zdravotniho stavu na metabolismus flubendazolu v jatrech u samct
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Obr.7. Vliv zdravotniho stavu na metabolismus flubendazolu v jatrech u samic
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Obr.8. Vliv zdravotniho stavu na metabolismus flubendazolu ve stievech u samcu
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Obr. 9. Vliv zdravotniho stavu na metabolismus flubendazolu ve stievech u samic



Z ptedeslych tabulek a obrazkl zcela jasné vyplyva, ze vlivem haemonchozy
dochazi ke sniZzeni metabolismu flubendazolu, pficemz rychlost metabolismu je

sniZena pramérné o 30%.

5.3 Stanoveni vlivu délky onemocnéni na

biotransformaci flubendazolu

Pti zjistovani vlivu délky onemocnéni byly srovnadvany ovce nemocné sedm

tydnd a ovce, u nichz probihala haemonchéza po dobu jedenacti tydnd.

Tab.10. Vliv délky onemocnéni na metabolismus flubendazolu v jatrech samct

Samci (jatra) - 5uM FLU

zdravotni stav specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
nemocni 6,5 0,3
dlouhodobé& nemocni 11,7 1,4

Tab.11. Vliv délky onemocnéni na metabolismus flubendazolu ve stievech samcti

Samci (stieva) - 5uM FLU

zdravotni stav specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
nemocni 17,0 0,3
dlouhodobé nemocni 14,3 1,0

Samci (jatra)

14,0
© 12,0
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S o
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€ E
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Obr.10. Vliv délky onemocnéni na metabolismus flubendazolu v jatrech samct
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Obr.11. Vliv délky onemocnéni na metabolismus flubendazolu ve stievech samcti

Z ptedchozich obrazkli je jasné, Ze 1 délka onemocnéni ovliviiuje
metabolismus flubendazolu. Zatimco v jatrech je aktivita biotransformac¢nich enzymi
mensi u kratkodobé nemocnych jedincii, ve stfevech je tomu presné naopak.
V jatrech doslo ke snizeni rychlosti metabolismu u kratkodobé nemocnych jedinct
pfiblizn€ o 44% a ve stfevech je rychlost metabolismu kratkodobé nemocnych zvitat

zvySena 0 16%.

5.4 Stanoveni vlivu pohlavi na biotransformaci

flubendazolu

Pti stanovovani vlivu pohlavi byli porovnavani ovce a berani. Srovnavana

byla zvifata jak zdrava, tak 1 nemocna.

Tab.12. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu v jatrech zdravych zvirat

skupina A (jatra) - 5uM FLU

pohlavi specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
samci 134 1,2
samice 4,0 11
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Tab.13. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu ve sttevech zdravych zvitat

skupina A (stfeva) - S uM FLU

pohlavi specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
samci 20,2 2,7
samice 18,3 2,4

Tab.14. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu v jatrech nemocnych zvirat

skupina C (jatra) - 5uM FLU

pohlavi specificka aktivita (omol/min/mg) SD
samci 6,5 0,3
samice 3,1 0,3

Tab.15. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu ve stfevech nemocnych zvitat

skupina C (streva) - 5uM FLU

pohlavi specificka aktivita (pmol/min/mg) SD
samci 17,0 0,3
samice 11,7 1,9
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Obr.12. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu v jatrech zdravych zvifat
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Obr.13. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu ve stfevech zdravych zvirat
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Obr.14. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu v jatrech nemocnych zvitat
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Obr.15. Vliv pohlavi na metabolismus flubendazolu ve stievech nemocnych zvitat



Z obrazki 12 az 15 je patrné, ze existuje rozdil v biotransformaci

flubendazolu mezi samci a samicemi, pficemz berani metabolizuji flubendazol

obecné rychleji nez ovce. Porovname-li jaterni a stievni vzorky zdravych zvirat, tak

Vv jatrech zdravych ovcei byla enzymova aktivita nizsi ptiblizné o 70%, zatimco ve

stievech zdravych ovci byl zaznamenan rozdil v enzymové aktivité¢ 10%. Co se tyce

nemocnych jedinci, tak v jatrech ovci byla enzymova aktivita nizsi o 52%, a ve

stievech ovci byla aktivita biotransformaénich enzyma mensi o 31% oproti beranim.

5.5 Enzymova Kkinetika

5.5.1 Kinetika tvorby redukovaného flubendazolu

Vv jaternich vzorcich

Tab.16. Kinetika tvorby redukovaného FLU vV jatrech zdravych berant

skupina A (jatra)

koncentrace FLU (uM) rychlost (hnmol/l/min) SD V max Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 5,2 0,8
0,5 15,1 0,6 - -
1,5 7,9 1,1
5,0 93,0 8,2

Tab.17. Kinetika tvorby redukovaného FLU Vv jatrech nemocnych beranti
skupina C (jatra)

koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD V max Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 1,5 0,5
0,5 14,3 29 - -
1,5 7,8 1,3
5,0 42,3 19
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Tab.18. Kinetika tvorby redukovaného FLU Vv jatrech dlouhodob&é nemocnych beranii

skupina E (jatra)

koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD V max Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 2,7 1,5
0,5 13,8 3,7 - -
1,5 12,4 1,3
5,0 67,5 8,2
Tab.19. Kinetika tvorby redukovaného FLU vV jatrech zdravych ovci
skupina A’ (jatra)
koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD V max Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 17 0,7
0,5 11,4 1,9 66,6 6,9
1,5 8,0 0,4
5,0 284 8,0
Tab.20. Kinetika tvorby redukovaného FLU v jatrech nemocnych ovci
skupina C' (jatra)
koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD V max Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 0,9 0,1
0,5 151 4.8 20,1 0,5
1,5 11,2 41
5,0 19,6 1,9
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Obr.16. Kinetika tvorby redukovaného FLU vV jatrech zdravych berani
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Obr.17. Kinetika tvorby redukovaného FLU v jatrech nemocnych beranti
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Obr.18. Kinetika tvorby redukovaného FLU V jatrech dlouhodobé nemocnych beranti
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Obr.19. Kinetika tvorby redukovaného FLU v jatrech zdravych ovci
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Obr.20. Kinetika tvorby redukovaného FLU v jatrech nemocnych ovci

5.5.2 Kinetika tvorby redukovaného flubendazolu ve

stirevnich vzorcich

Tab.21. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stievech zdravych berant

skupina A (stfeva)

koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD Vimax Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 6,3 0,5

0,5 16,6 1,2 83,8 1,7
15 42,4 3,2
5,0 61,9 8,3

Tab.22. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech nemocnych berant
skupina C (streva)

koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD Vimax Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 4,6 0,5

0,5 18,1 1,1 85,3 1,7
15 41,5 1,5
5,0 62,8 1,0
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Tab.23. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech dlouhodobé nemocnych

beranu

skupina E (stfeva)

koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD Vimax Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 54 0,8
0,5 17,3 1,0 62,7 1,0
1,5 45,0 3,2
5,0 49,6 3,3
Tab.24. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech zdravych ovci
skupina A’ (streva)
koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD V max Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 5,3 1,0
0,5 18,8 1,2 81,8 13
1,5 48,1 1,2
5,0 62,7 8,2
Tab.25. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech nemocnych ovci
skupina C' (streva)
koncentrace FLU (uM) rychlost (nmol/l/min) SD Vimax Kwm
0,0 0,0 0,0
0,15 4,1 0,8
0,5 19,2 1,8 57,8 0,8
15 47,4 2,7
50 45,6 7,3
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Obr.21. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stievech zdravych beranti
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Obr.22. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech nemocnych berani
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Obr.23. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech dlouhodobé nemocnych

beranu
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Obr.24. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech zdravych ovci
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Obr.25. Kinetika tvorby redukovaného FLU ve stfevech nemocnych ovci

5.5.2.1 Kinetické parametry

Tab.26. Kinetické parametry ve stievnich vzorcich

Vigax (NM.min™) | SD (Viax) | Ku(uM) | SD (K) | Clint | SD (Clint)
skupina A 83,8 6,1 1,7 0,3 50,0 20,0
skupina C 85,3 4,8 1,7 0,2 49,3 19,9
skupina E 62,7 9,2 1,0 0,4 64,6 22,0
skupina A' 81,7 8,7 1,3 0,4 61,1 22,8
skupina C' 57,8 10,9 0,8 0,5 74,9 23,9

kinetické parametry ve stfevnich vzorcich (Vyax)
100,0
90,0
80,0
F."C\ 70,0 A a - = B skupina A
g 60,07 B skupina C
= 50,0 A
E B skupina E
~ 40,0 -
><§f 30,0 - O skupina A
20,0 A M skupina C'
10,0 -
0,0 -

Obr.26. Kinetické parametry (maximalni rychlost)
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kinetické parametry ve strevnich vzorcich (Ky)
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Obr.27. Kinetické parametry (Michaelisova konstanta)

kinetické parametry ve stfevnich vzorcich (Cl;,)
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Obr.28. Kinetické parametry (jaterni clearance)

Z obrazku 26 je patrné, ze rychlost redukce flubendazolu je prakticky totozna
u skupin A (zdravi berani), C (berani nemocni 7 tydni) a A° (zdravé ovce), urcity
pokles byl zaznamenan u skupin E (berani nemocni 11 tydni) a C* (ovce nemocné 7
tydnti). Porovname-li maximalni rychlosti u samct (skupiny A, C, E), zjistime, ze
rozdil mezi zdravymi a nemocnymi zvifaty je prakticky zanedbatelny, k poklesu
rychlosti redukce dochazi az s prodluzujici se délkou infekce. U samic byl pokles

rychlosti zaznamenan uz po 7 tydnech onemocnéni.
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Na obrazku 27 muizeme porovnavat velikost afinity enzymu k substratu,
pricemz nejvyssi afinitu K flubendazolu vykazovaly stievni redukéni enzymy z
nemocnych samic (skupina C*) a dlouhodobé nemocnych samcu (skupina E).

Jaterni clearance je dal$im dulezitym parametrem, z kterého I1ze odhadnout,
jak rychle se jatra dokazi ocistit od dané latky. Z obrazku 28 muizeme vycist, ze
sledované skupiny se vtomto parametru signifikantné¢ neliSily diky velkym

smérodatnym odchylkam.
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6 Diskuze

Metabolismus 1é¢iv mize byt ovlivnén mnoha patologickymi stavy. Protoze
jatra jsou hlavnim organem metabolismu xenobiotik, nejvyznamnéj$i zmény
V metabolismu 1é¢iv plisobi onemocnéni jater. Jaterni choroby ve vétSiné piipadi
snizuji schopnost jater metabolizovat 1€¢iva. Je nékolik moznych pficin: mize dojit
ke snizeni aktivity enzymu v jatrech, ovlivnéni pritoku krve jatry nebo ke vzniku
hypoalbuminémie, kterd vede ke snizeni vaznosti 1éCiv na plasmatické proteiny.
Prakticky jen u prvni pficiny, tedy sniZeni enzymové aktivity, dochéazi k pfimému
ovlivnéni metabolismu 1éCiv. U dalSich dvou pfipadu se jednd pouze o nepiimé
ovlivnéni, ale vysledek muze byt totozny (Gibson a Skett, 2001).

Vliv na metabolismus 1é¢iv nemuseji mit jen onemocnéni jater, ale i jiné
nemoci. VétSinou se jednd o hormondlni poruchy napi. diabetes mellitus,
hypertyredza, insuficience nadledvin a mnoho dalSich. V neddvné dob¢ bylo zjisténo,
7e 1 generalni infekce zpusobené napt. Listeria monocytogenes ve zna¢né mife
ovlivni metabolismus 1é¢iv (Gibson a Skett, 2001).

Rovnéz 1 parazitick¢ infekce mohou modifikovat schopnost hostitele
metabolizovat 1éCiva a jind xenobiotika. Zmény v expresi a/nebo aktivité
biotransformacnich enzymi, vyvolané parazitarni infekci, mohou mit znacné
farmakologické, toxikologické nebo fyziologické disledky. Jednim z dusledkt
parazitdzy muize byt sniZeni aktivity (inhibice) enzymil metabolizujicich 1é¢iva, coz
muze mit za nasledek prolongovany ucinek 1é¢iv, zvyseni rizika neZzadoucich tc¢inkt
a delsi setrvani 1éciva v ZivociSnych produktech. RovnéZ miize dojit k opacnému
jevu, tedy ke zvySeni aktivity enzymi (indukci), ktera mize zptsobit zrychlenou
deaktivaci léCiva a selhani 1éCby.

V minulych letech byl na Farmaceutické fakult¢ UK studovan vliv
dikrocelidzy na biotransformacni enzymy a metabolismus anthelmintika albendazolu
u muflona. Pivodcem dikrocelidzy je motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum),
kterd parazituje v jaternich Zlu€ovych kanalcich hostitele. K 1écbé dikroceliozy se
pouzivd benzimidazolové anthelmintikum albendazol. Bylo zjisténo, Ze infekce
mladych muflont dikroceliézou zvySuje v urCité mife aktivitu flavinovych
monooxygenas a oxidaci albendazolu a naopak vyznamné snizuje aktivitu glutathion-

S-transferasy v jatrech (Skalova et al. 2007). U starych muflonek dikrocelioza
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zpuisobila nejen vyznamny pokles aktivity glutathion-S-transferasy, ale rovnéz i
signifikantni snizeni aktivit UPD-glukuronosyltransferas a cytochromu P4503A
(Kiizova et al. 2008). Infekce zvifat jaternim parazitem motolici kopinatou muze
tedy vyznamné ovlivnit metabolismus veterinarnich IéCiv.

V soucasném projektu pracovnikii Farmaceutické fakulty je studovan vliv
haemonchézy, gastrointestinalni parazitézy prezvykavcii, na aktivitu jaternich a
stievnich biotransformac¢nich enzymu a in vitro metabolismus anthelmintik u ovce
domaci.

Haemonchoza je parazitarni infekce vyvoland vlasovkou slézovou
(Haemonchus contortus). K 1écbé tohoto onemocnéni se cCasto vyuzivaji
benzimidazolové anthelmintika. Flubendazol je Sirokospektré benzimidazolové
anthelmintikum, které se ve velké mife pouziva ve veterindrni mediciné prasat a
driibeze. Flubendazol je vsak ucinny i na parazitézy malych pfezvykavct a mohl by
byt vyuzivan i pfi terapii haemonchdzy. Z tohoto diivodi je velice dulezité poznat i
biotransformaci flubendazolu u zvifat postizenych haemonchézou, aby byla
nastavena co nejraciondlnéj$i terapie, tzn. aby lé€ba haemonchoézy pomoci
flubendazolu byla efektivni s minimem vedlejSich nezadoucich ucinkl, a aby se
omezilo riziko vzniku rezistence helmintti vii¢i anthelmintické 1é€bé.

Biotransformace 1éCiv probihd ve dvou zékladnich féazich, kdy nejprve
dochdzi k pozménéni struktury léCiva, coZ méa za nasledek vznik polarngjsiho
metabolitu, ktery je v druhé fazi biotransformace konjugovan s endogenni latkou a
nasledn¢ vyloucen z organismu (Velik et al., 2004). V prvni fazi biotransformace
flubendazolu dochazi k redukci karbonylové skupiny a k hydrolyze karbamatové
skupiny. Stejnd biotransformacni cesta byla popsana i1 pro mebendazol, dalsi
benzimidazolové anthelmintikum strukturné podobné flubendazolu (Moreno et al.,
2004). Obecné se piedpoklada, ze pii redukci karbonylové skupiny dochazi
k deaktivaci anthelmintika, a ze se timto zplsobem organismus chrani pied
toxickymi G€inky reaktivnich aldehyda a ketonll. Zatim jesté nejsou dostupné zadné
informace o anthelmintické aktivit¢ metaboliti flubendazolu. ProtoZze vSak
metabolity mebendazolu maji ve srovnani s parentni latkou vyznamné nizsi aktivitu,
l1ze usuzovat , ze pfii redukci flubendazolu dochazi k jeho deaktivaci stejné jako tomu
je umebendazolu, coZ je strukturné velice blizka latka (Cvilink et al., 2008).

Ukolem piedlozené diplomové prace bylo testovat a porovnat in Vitro

biotransformaci anthelmintika flubendazolu v jatrech a tenkém stfevé ovci zdravych
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a ovci postizenych haemonchézou. Cilem tedy bylo zjistit, jaky vliv ma parazitéza na
biotransformaci flubendazolu, jestli je rozdil v metabolismu flubendazolu v jatrech a
sttevech, jaky vliv na biotransformaci méa pohlavi testovanych zvifat nebo délka
infekce.

Pro in vitro experimenty byly z jater ovci pfipraveny subcelularni frakce
(cytosolické), které obsahovaly biotransformaéni enzymy. Tyto frakce byly
inkubovany se substratem (flubendazol o koncentracich 0,15; 0,5; 1,5 a 5uM). Jako
maximalni koncentrace flubendazolu byla zvolena hodnota 5uM, pii vyssich
koncentracich jiz dochédzi k neuplnému rozpusténi FLU v inkubaéni smési , coz by
mohlo negativné ovlivnit vysledky experimentu.

Mnozstvi vzniklého redukovaného flubendazolu se stanovovalo na zakladé
achiralni HPLC analyzy. Koncentrace redukovaného flubendazolu byly ziskany
z kalibra¢ni kiivky, kde se pouzil redukovany flubendazol jako vnéjsi standard. Byl
zkousen i albendazol jako vnitini standard, ale na chromatogramu se objevily, kromé
piku albendazolu, dalSi neidentifikovatelné piky, které interferovaly s pikem
stanovovaného redukovaného flubendazolu. Z tohoto divodu nebyl albendazol
pouzivan jako vnitini standard.

Ziskané koncentrace byly nasledné piepocteny na rychlosti a specifické
aktivity, které byly pouzity pro vyhodnoceni vysledkd. Pro porovndvani vysledkii u
jednotlivych skupin zvifat byly pouzity vysledky experimentli pfi koncentraci
nejvyssi, tedy SuM.

Vliv parazitozy na biotransformaci flubendazolu byl zjistovan na zakladé
srovnavani vysledkd u zdravych a nemocnych zvitat. Z vysledkd jasné vyplyva, ze
vlivem haemonchdzy doslo ke snizeni in vitro metabolismu flubendazolu v cytosolu
jater 1 tenkého stfeva, pfi¢emz rychlost metabolismu je sniZena primérné o 30%.
Ackoli pokles aktivit reduktas flubendazolu o 30% neni z farmakologického hlediska
ptili§ vyznamny, nicméné sved¢i o tom, Ze infekce zplisobena vlasovkou slézovou
dokéze ovlivnit metabolismus anthelmintika flubendazolu jak ve stfevech, tak i
Vv jatrech. Protoze se vlasovka se vyskytuje pouze v zaludku piezvykavcl, miize
jaterni a stfevni enzymy ovlivnit pouze nepfimo prostiednictvim uvoliiovanych
chemickych latek, nikoli pfimou destrukci jaterni tkané jako naptiklad motolice
kopinata (Dicrocoelium dendriticum). I kdyz pokles aktivit enzymt redukujicich
karbonylovou skupinu flubendazolu neni pfili§ vyrazny, je zde uréita moznost, ze by

se eliminace flubendazolu mohla zpomalit natolik, aby se rezidua tohoto
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anthelmintika vyskytla v potravinach urc¢enych pro bézného spotiebitele. Ochranna
lhtita pro flubendazolem 1é¢ena prasata je v Ceské republice stanovena na 5 dni,
zatimco tfeba na Slovensku byla tato doba prodlouzena na 14 dni, coz je urcité

Pti zjistovani vlivu délky onemocnéni byly srovnavany ovce nemocné sedm
tydnti a ovce, u nichz probihala haemonchéza po dobu jedenacti tydnii. Zatimco
Vv jatrech je aktivita biotransformacénich enzymi metabolizujicich flubendazol o 44%
niz$i u 7-tydnit nemocnych jedinct nez u zvitat 11-tydnit nemocnych, ve sttevech je
tomu presn¢ naopak: aktivita sttevnich reduktas flubendazolu byla o 16% vyssi u 7-
tydni nemocnych jedincii nez u zvifat 11-tydni nemocnych.

Pro stanoveni vlivu pohlavi byli porovnavani ovce a berani. Srovnavana byla
zvifata jak zdrava, tak i nemocna. Bylo zjisténo, ze existuje rozdil v biotransformaci
flubendazolu mezi samci a samicemi, pfiCemz berani metabolizuji flubendazol
obecné¢ rychleji nez ovce. V jatrech zdravych ovci byla rychlost redukce
flubendazolu nizsi piiblizné o 70% nez v jatrech zdravych berand, zatimco ve
sttevech zdravych zvifat byl zaznamenén rozdil v rychlosti redukce flubendazolu
mezi samci a samicemi jen 10%. Co se ty¢e nemocnych jedinct, tak v jatrech ovci
byla aktivita reduktas flubendazolu nizsi o 52% nez v jatrech berant, a ve stievech
ovci byla aktivita reduktas flubendazolu mensi o 31% oproti beranim. Z toho
vyplyva, Ze aktivita reduktas flubendazolu v jaternich vzorcich je u samct vice nez
dvojnasobnd nez u samic, zatimco ve stievnich vzorcich neni tento rozdil tolik
vyrazny.

Kinetika enzymovych reakci vychazi ze zavislosti rychlosti enzymové reakce
na koncentraci substratu, pfi¢emZ zdkladnimi zjiStovanymi parametry byly
maximalni rychlost (Vmax) @ Michaelisova konstanta (Ky). U jaternich vzorkt ale
neodpovidala zavislost rychlosti na koncentraci substratu kinetice Michaelis-
Mentenové, proto nemohly byt zjiStény kinetické parametry Viyax a Ku.

Ve stfevech byla maximalni rychlost redukce flubendazolu prakticky totozna
u skupin A (zdravi berani), C (berani nemocni 7 tydni) a A (zdravé ovce), urcity
pokles byl zaznamenan u skupin E (berani nemocni 11 tydnti) a C* (ovce nemocné 7
tydnll). Porovname-li maximalni rychlosti u samcii (skupiny A, C, E), zjistime, Ze
k poklesu rychlosti redukce flubendazolu doslo az wu zvifat s dlouhodobou
haemonchézou. U samic byl pokles rychlosti redukce flubendazolu ve stfevnim

cytosolu zaznamenan uz po 7 tydnech onemocnéni.
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Afinita enzymu K substratu se vyjadiuje pomoci Michaelisovy konstanty,
pfiCemz plati, ze ¢im nizsi je Ky, tim vEétSi méa enzym afinitu k substratu. Nejvyssi
afinita stievnich cytosolovych reduktas k flubendazolu byla zaznamenéana u skupiny
nemocnych samic (skupina C) a skupiny dlouhodobé nemocnych samcii (skupina E)

Jaterni clearance je dal$im dulezitym parametrem, z které¢ho lze odhadnout,
jak rychle se jatra dokazi ocistit od dané latky. Sledované skupiny se v tomto

parametru signifikantné nelisily diky velkym smérodatnym odchylkam.
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[ Zavér

Parazitéza ovci zpusobena vlasovkou slézovou (Haemonchus contortus)
ovlivnila in vitro biotransformaci flubendazolu. V jatrech a stfevech zvifat
postizenych haemonchézou byly zjistény nizsi aktivity enzymut katalyzujicich
pfeménu flubendazolu na redukovany flubendazol nez v jatrech i stfevech zdravych
zvitat.

Na in vitro biotransformaci flubendazolu méla vliv i délka infekce zvitat. V
jaternich vzorcich byla aktivita reduktas flubendazolu u skupiny zvifat se 7-tydenni
infekei nizs$i nez u skupiny dlouhodobé nemocnych jedinct, zatimco kratkodobé
nemocni berani mé¢li ve stfevnich vzorcich vyssi aktivitu reduktas flubendazolu nez
dlouhodobé nemocni.

Byl zjistén vyrazny rozdil v in vitro metabolismu flubendazolu mezi berany a
ovcemi. Jaterni i stfevni cytosol samcli vykazoval vyznamné vyssi aktivitu reduktas

flubendazolu nez cytosol samic.
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ABZ
ACN
ADH
AKR
ALDH
BCA
BSA
CR
CYP
DMSO
E

EP

ES

FLU
FLU-HMET
FLU-RMET
GC

GIT
HPLC
MDR
MRL
NAD
NADH
NADPH
ND

P

PC

S

SDR
TLC

8 Seznam pouzitych zkratek

albendazol

acetonitril

alkoholdehydrogenasy

aldoketoreduktasy

aldehyddehydrogenasy

bicinchoninic acid

hovézi sérovy albumin

karbonylreduktasa

cytochrom P450

dimethylsulfoxid

enzym

komplex enzym-produkt

komplex enzymm-substrat

flubendazol

hydrolyzovany flubendazol

redukovany flubendazol

plynové chromatografie

gastrointestinalni trakt

vysokoucinny kapalinovy chromatograf
dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem
maximalni rezidualni limity
nikotiamidadenindinukleotid

redukovana forma nikotiamidadenindinukleotidu
redukovana forma nikotiamidadenindinukleotidfosfatu
nebylo detekovano

produkt

papirova chromatografie

substrat

dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem

plo$na chromatografie
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