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Haemonchus contortus je dominujici gastrointestinalni parazit u ovci a koz.
Tento krev sajici parazit zpusobuje tézké anémie, které zpravidla kon¢i smrti, zvlasté
u mladych zvifat. NejvétSim problémem ve farmakoterapii haemonchdzy je rezistence
na anthelmintika, ktera je dnes celosvétové rozsifena. Biotransformaéni enzymy jsou
schopné inaktivovat anthelmintika pomoci biotransformace, coz pfispiva k rozvoiji
rezistence helmintd. Cilem diplomové prace bylo porovnani metabolismu anthelmintik
a aktivit biotransformacnich enzymu u citlivych a rezistentnich kmen( H. contortus. Pro
testovani byly vybrany tfi kmeny H. contortus: citlivy na anthelmintika — ISE kmen,
rezistentni na benzimidazolova anthelmintika — IRE kmen, rezistentni na vSechna
anthelmintika — WR  kmen. Vysledky ukazaly, Ze aktivita enzyml redukujicich
karbonylovou skupinu modelovych substratd je vySSi u rezistentnich kmenud nez
u citlivého kmene, na rozdil od biotransformace albendazolu a flubendazolu in vitro,
kde vySly vysledky opacné. PFi¢inou muze byt rozdilny mechanismus vzniku rezistence
na anthelmintika. Je mnoho zpusobl navozeni rezistence u helmintl a Castokrat

dochazi ke kombinacim vice mechanism( rezistence najednou.
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Title of diploma thesis: Comparison of anthelmintics metabolism and activities of
biotransformation enzymes in susceptible and resistant strains of Haemonchus

contortus

Haemonchus contortus is a predominant gastrointestinal parasite of sheep and
goat. This blood-sucking parasite cause severe anaemia with mortalities, particularly in
young animals. The greatest problem in pharmacotherapy of haemonchosis is
a resistance to anthelmintics, which is worldwide. Biotransformation enzymes have the
ability to inactivate anthelmintics via biotransformation and it contributes to
development of helminths resistance. The aim of this project was to compare
anthelmintics metabolism and activities of biotransformation enzymes in susceptible
and resistant strains of H. contortus. For a testing three strains of H. contortus were
chosen: anthelmintics-susceptible strain — ISE strain, benzimidazole-resistant strain —
IRE strain, anthelmintics-resistant strain — WR strain. The results showed that the
activities of reductases of carbonyl group of the model substrates are higher in
resistant strains than in susceptible strain, on the contrary to the biotransformation of
albendazole and flubendazole in vitro where the results are opposite. It may be caused
by different mechanisms of anthelmintic resistance development. There are many

mechanisms of drug resistance in helminths and many times they are combined.
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1. UvVOD

Helmintézy jsou paraziticka onemocnéni, ktera ohroZuji zdravotni stav
hospodarskych, domacich i volné Zijicich zvifat a zpusobuji obrovské finanéni ztraty,
které jsou kazdoro¢né odhadovany v fadech stovek milionu dolard. Jednim z plvodcu
téchto helmintéz je vlasovka slezova (Haemonchus contortus), coz je hlistice
parazitujici ve slezu pfezvykavcl. Hostitelim zpusobuje téZzkou anémii
a hypoalbuminemii, ktera muze vést az ke smrti hostitele.

Kontrola a lécba parazitéz spoliva v podavani anthelmintik. Soucasna
anthelmintika jsou vysoce ucinna proti nedospélym idospélym stadiim vSech
vyznamnych gastrointestinalnich nematod. Mezi nejCastéji podavana |éCiva patfi
benzimidazoly. | kdyz anthelmintika poskytuji hodné ekonomickych vyhod, jejich hojné
pouzivani zplUsobilo v mnoha zemich rozvoj rezistence parazitd na anthelmintika.
V souvislosti s rozSifenim rezistence jsou zkoumany jak mechanismy navozeni
rezistence, tak biotransformaéni enzymy, které funguji jako uc¢inna obrana parazitd
proti negativnim vliviim xenobiotik.

Cilem této diplomové prace je porovnat biotransformaci anthelmintik a aktivity
biotransformacénich enzym( u citlivych a rezistentnich kmena vlasovky slezové. Pro
testovani byly pouzity tfi kmeny H. contortus: kmen citlivy na anthelmintika — ISE kmen,
rezistentni na benzimidazolova anthelmintika — IRE kmen, rezistentni na vSechna
anthelmintika — WR kmen. Byl sledovan metabolismus anthelmintik albendazolu
a flubendazolu. Dale byly zkoumany a porovnavany aktivity biotransformacnich
enzymu vuci modelovym substratim. Testovani probihalo jak in vitro v subcelularnich
frakcich homogenatu tfi kmenu vlasovky slezové, tak ex vivo v CO, inkubatoru v médiu

s anthelmintiky.



2. TEORETICKA CAST

2.1 HAEMONCHUS CONTORTUS

2.1.1 Vlasovka slezova a jeji vyvojovy cyklus

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je hlistice parazitujici
v pfezvykavcich (Ghisi et al. 2007). Patfi do kmene Hlistice (Nematoda), tfidy
Secernatea, fadu Strongylida, celedi Trychostrongylidae, rodu Haemochus.
Haemonchus contortus poprvé popsal Rudolphi v roce 1803. Samecek dosahuje délky
10 az 20 mm a je cely Cerveny. Samicka dosahuje délky 18 az 30 mm a je pruhovana
(obr. 1), protoze jeji stfevo naplnéné krvi je propleteno s bilymi reprodukénimi organy.
H. contortus ma specializovany trubicovity vylu€ovaci systém se tfemi kanalky, které

jsou usporadané do tvaru pismene ,H.
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Obr. 1: Sami¢ka Haemonchus contortus. Obr. 2: Haemonchus contortus na
Petriho misce

Dospéli samecci a samiCky jsou nitkovitého tvaru, Ziji ve slezu pfezvykavcu
a zivi se krvi hostitele. Samicka klade denné 5000 az 10000 vajiCek, které se spolu
s vykaly dostavaji do prostfedi. Vyvoj vlasovky slezové je pfimy bez mezihostitele.
Vajicka, pokud maji dostatek tepla a vihkosti, se vylihnou na zemi i ve vodé do prvniho
(L1) larvalniho stadia. Z prvniho larvalniho stadia se postupné vyviji druhé (L2) a tfeti
(L3) larvalni stadium. Velké mnozZstvi nedospélych infekénich larev (L3) se usazuje
na husté porostlych pastvinach, na kterych se pase dobytek. Pasouci se dobytek pozie

infek&ni larvy spolu s travou. Larva (L3) putuje do slezu a provrtava se do vnitfni vrstvy



sliznice slezu. Nasledné se vyviji Ctvrté (L4) larvalni stadium, ze kterého se vyviji
sexualné zraly dospély Cerv.

Rychlost a uspésnost vyvoje prvnich tfi larvalnich stadii z vajicka je dana
klimatickymi podminkami, pfedevsim vy$$i teplotou a dostate¢nou vihkosti. Rada
epidemiologickych studii zkoumala environmentalni podminky, které jsou dllezité pro
rozvoj haemonchdzy ovci. Byla stanovena spodni hranice teploty 18°C a primérné
mésicni srazky 50 mm. Proto je obecné uznavano, ze H. contortus se vyskytuje hlavné
v teplych a mokrych oblastech, kde se chovaji ovce a kozy. Nicméné, nedavné dukazy
ukazaly, Ze tento parazit je oCividné rozsifen i v severni Evropé (Waller et al. 2005).

Dullezitym faktorem ve vyvojovém cyklu vlasovky slezové je schopnost
pozastavit vyvoj (hypobiosa). Hypobiosa znamena, Ze nékteré L3 larvy pozfené
zvifetem pfejdou do latentniho stadia a mohou setrvat ve sliznici tlustého stfeva az po
dobu tfi let, misto aby pokraCovaly ve vyvinu do dospélého parazita. Latentni stadium
umoziuje larvam prezit nepfiznivé klimatické podminky v okolnim prostiedi, které by
mohly negativné ovlivnit larvalni vyvoj. B&hem tohoto obdobi se inaktivni larvy
akumuluji a jejich po€et se enormné zvySuje. Na jafe nebo v obdobi bahnéni ovci se
inaktivni larvy probouzeji a pokracuji ve svém vyvoji do sexualné dospélého parazita.

Rozvoj larvalnich stadii je determinovan predevsim po€asim, jmenovité teplotou
a mnozstvim srazek. Jestlize je jedna z vnéjSich podminek nepfizniva (teplota a/nebo
vlhkost je pfilis nizka), pak dojde k pferuSeni vyvoje vylihnutych vajicek k larvalnim
stadiim. Tudiz teplota a mnozstvi srazek jsou dulezitymi parametry, které reguluji
vyvojovy proces v oblastech mirného pasma, zatimco v tropech/subtropech jsou srazky
jedinym limitujicim faktorem, protoze teplota je vzdy dostate¢né vysoka pro tento
proces. Proto tedy jsou ve vihkych tropech/subtropech podminky na pastvach pfiznivé
viceméné neustale. V mirném podnebi se Castokrat objevi pfekazka, ktera omezi
vyvojovy proces, a tim nejen omezi vyvoj larev, ale zarovenh muze byt vyuzivana
ke kontrole onemocnéni (Waller 2004).

Na rozdil od chovu dobytka v mirném podnebi, kde se provadi zimni ustajeni
a/nebo chybi pastva, chov dobytka v tropickych/subtropickych oblastech je
charakterizovan celoroCni pastvou. Takto je vyvoj larev na pastvé viceméné nepretrzity
a vSechen dobytek je pravdépodobné infikovan. Zatimco = farmafi
v tropickych/subtropickych oblastech nemaiji dostatek financnich zdrojli, znalosti nebo
vule |&Cit sva zvifata pomoci IékU, jsou v téchto oblastech také zemé, kde je situace
opacna (Waller 2004).

Tento parazit sajici krev je rozSifen pfedevsim ve vihkych tropech a subtropech
(Waller et al 2005). AvSak dnes je zfejmé, ze H. contortus se stava zavaznym

problémem ipro oblasti mirného pasma. Souvisi to se zménami klimatickych



podminek, které jsou pfiznivé pro tohoto parazita. Mnoho potizi je spojeno s kontrolou
onemocnéni u malych pfrezvykavcl a s narlstajici rezistenci na anthelmintika.
Podrobna ekonomicka hodnoceni opétovné ukazala, Ze hlavni ztraty zplsobené
parazity se tykaji pfedevsim zivoc&iSné produkce nez mortality (Waller 2004).
Haemonchus contortus je dominujici gastrointestinalni parazit u ovci a koz
(Tiwari et al. 2006). Definitivnim hostitelem vSak nemusi byt jen domaci pfezvykavci,
ale i divoka zvifata. H. contortus byl identifikovan také v antilopach, zirafach
a velbloudech. Tento krev sajici parazit je zodpovédny za akutni vzplanuti nemoci

zpravidla koncici smrti zvlasté u mladych zvirat (Waller 2004).

2.1.2 Onemocnéni a diagnostika

PrestoZze ma H. contortus velkou fadu hostitell, zda se, Ze ovce a koza domaci
jsou nejcastéjSimi hostiteli. Ovce jsou pro cClovéka dllezitym zdrojem kvalitnich
potravinairskych vyrobkll (maso, mléko). Gastrointestinalni nematodéza je jedna
z nejhorSich chorob ohrozujicich celé stado. Jeji dusledky jsou velmi vazné. Akutni
forma gastrointestinalni nematod6zy zpuUsobi smrt jehnat. Mnohem C&astéji vSak
pfechazi do chronické formy, ktera vyznamné omezi produktivitu (Angulo-Cubillan et
al. 2007).

Ovce jsou velmi nachylné ktomuto parazitu. Odbornici zjistili, Ze je to
zpUsobené kombinaci nékolika faktor(:

e Ov¢i trus je maly, snadno se rozklada a rychle uvoliiuje larvy parazita do okoli.

e Pasouci se ovce €asto trhaji travu u samé zemé, kde je nejvice infek&nich larev.

o Ovce a kozy ziji ve velkych stadech a udrzuji si vzajemnou blizkost, coz pfispiva
k rychlému Sifeni haemonchézy.

Ovce jsou schopny vytvofit si uréitou imunitu k parazitdm. Cim je ovce starsi,
tim méné je nachylna k negativnim vlivim parazita. Kromé toho, pokud byla ovce jiz
jednou nakazena, pak je schopna do urcitého stupné inhibovat vyvoj parazita i produkci
vajiCek. Nicméné, tato odolnost neni uplna a nestali zabranit propuknuti nemoci,
zvlast kdyz je zvife vystaveno obrovskému poctu infekénich larev vlasovky. Proto je
velmi dalezité 1é€it dospélé bahnice, aby se zabranilo vzniku infekci u mladych jehnat.

Haemonchdza ovci je parazitické onemocnéni zplsobené Haemonchus
contortus. Zavaznost tohoto onemocnéni zavisi na rtznych faktorech, na intenzité
infekce (pocet infek&nich larev H. contortus), virulenci parazita, na véku a plemenu
zvifete a na zdravotnim stavu zvifete. Hlavni patogenni mechanismus vlasovky

slezové spociva v pfimém poSkozeni gastrické mukozy a nasledném sani krve
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(Angulo-Cubillan et al. 2007). Zpusobuje tak anémii, hypoalbuminemii a ¢asto celkovy
pokles proteint (Alvarez et al. 2000). Anémie je charakterizovana bledosti dasni
a ocnich vi¢ek. Pokud je ovce nakazena velkym poctem parazitd, muze zemfit nahle
z divodu obrovské ztraty krve, i kdyz byla v nejlep$im zdravotnim stavu. Jestlize
onemocnéni nastupuje pomalu, ovce postupné ubyva na vaze, stava se anemickou
ajeji vina zacina byt kiehka a mlze vypadavat. U téchto slabych zvifat se mlze
rozvinout jina choroba, napfiklad pneumonie, a nasledkem toho zvifata uhynou.

U parazitického onemocnéni se muze nékdy objevit prijem. Ten vznika
drazdénim stfev, které zapfiinuje naruSené traveni potravy. Infekce Haemonchus
contortus vSak vyvolavaji prijem velmi zfidka. V disledku snizeného obsahu proteinQ
se télni tekutiny hromadi v oblasti dolni €elisti, v bfiSni a hrudni dutiné a v stfevni
sténé.

Je znamo, ze v prabéhu fatalni haemonchézy se méni barva spojivek z tmavé
Cervené u zdravych ovci, pfes odstiny rlzové az k prakticky bilé, jako dusledek
postupné se zhorSujici anémie. Rozsah téchto zmén vychazejicich z hodnot
hematokritu byl donedavna stalé neurcity. Analyza jednotlivych stupfit anémie
projevujici se ve spojivkové mukdzni membrané byla provadéna jak fotografovanim
mukozni membrany, tak uréenim hematokritu (van Wyk, Bath 2002).

Haemonchus contortus je pravdépodobné jediny zastupce nematod ovci a koz,
ktery mUze byt pfesné diagnostikovan bez pouziti laboratornich testl. Jasnym
pfiznakem je akutni anémie. H. contortus je povazovan za nejvice patogenniho
parazita malych pfezvykavcl. Ma vysoky bioticky potencial, a pokud nastanou pfiznivé
podminky pro vyvoj tohoto parazita, mlze zpusobit obrovské ztraty ve vSech
zivoCiSnych tfidach. Ackoliv se vyskytuji smisené infekce s jinymi nematody, vaji¢ka
H. contortus na pastvé stale prevliadaji (Waller et al. 2005). Vajicka tohoto parazita
predstavuji 90% kontaminace pastvin pfi pfevladajicich vysokych teplotach a vihkosti
(Waller 2004).

2.1.3 Kontrola a lécba

Nematodézy jsou celosvétovym ekonomickym problémem v zivoCisné produkci.
Finan¢ni ztraty zpGsobené parazitizmem jsou kazdoro¢né odhadovany v fadech stovek
miliond dolart (Coyne et al. 2001). Nastésti dostupnost bezpecnych a Sirokospektrych
anthelmintik pomohla snizit dopad fady parazitickych onemocnéni. Moderni
anthelmintika jsou vysoce ucinna proti nedospélym idospélym stadiim vSech

vyznamnych gastrointestinalnich nematod a stejné tak proti Cetnym extraintestinalnim
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¢ervim. Mnoha z téchto IéCiv jsou dobfe tolerovana hostitelem a v nékterych pfipadech
se |éCi pomoci jedné oralni davky. Mezi mnoha nedavno vyvinutymi anthelmintiky maiji
néktera vyjimeCné chemoterapeutické vlastnosti, napf. selektivni toxicita anthelmintik
(Kohler 2001).

Ackoliv anthelmintika poskytuji mnoho ekonomickych vyhod, jejich hojné
vyvoj rezistence parazitl na anthelmintika. Jinymi potencialnimi riziky jsou odolna
rezidua v mase a mléce, a nebezpeci nahodné ekotoxicity, jejiz pfiinou je vystavovani

bezobratlych (v&ely, motyli) vlivu IéCiv v okolnim prostfedi (Coyne et al. 2001).

2.1.3.1 Anthelmintika

Profylakticka 1éCba parazitickych gastroenteritid spociva predevSim v uzivani
anthelmintik (Riou et al. 2003). Preventivni odCervovaci kura se provadi v kazdém
ro¢nim obdobi, aby se zabranilo rozSifeni parazitéz. S preventivni lé€bou se zacina
hned, jak se za¢nou ovce past. Toto oSetfeni je zaméfeno pfedevSim na hypobiotické
larvy a na zastaveni jejich vyvojového cyklu.

Znamymi cilovymi misty anthelmintickych IéCiv jsou vyhradné proteiny tvofici
iontové kanaly, enzymy, strukturni proteiny a transportni molekuly (tab. 1) (K&hler
2001).

Tab. 1: Cilova mista béZné uzivanych anthelmintik.

lontové kanaly Mikrotubuly Bioenergetika Neznqmy
mechanismus
Tetrahydropyrimidiny Salicylanilidy :
(Pyrantel, Morantel) (Klosantel) Prazikvantel
- ] Benzimidazoly
Imldazothlazoly (Thiabendazol
(Levamisol) Mebendazol,
Chlorované sulfonamid .
MakrocyKlické laktony | A1Pendazol (Kiorsulony |~ Trilabendazol

(lvermektin)

Piperazin

Benzimidazoly

Skupina benzimidazolovych anthelmintik je nejrozsahlejSi skupinou anthelmintik

odvozenou od jediné chemické struktury. Cast benzimidazold patfi k anthelmintikiim

z Casti s antitrematodni i anticestodni aktivitou. Historie této velké tfidy extrémné
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uspéSnych a uc€innych léCiv zaCala objevem thiabendazolu vroce 1961, prvniho
Sirokospektrého anthelmintika. Tato slou€enina odstartovala vyvoj rlznych strukturné
podobnych |éCiv a proléciv, které se ukazaly méné toxickymi pro savce a dokonce
ucinnéjSimi proti celé fadé Cerva, nez jejich predchldce thiabendazol (Kéhler 2001).

DrivéjSi studie ucCinku téchto sloucenin ucéervll ukazaly, Zze zpUsobuji
ultrastrukturalni zmény jak ve stfevnich burnkach oblych €ervl a krycich burkach
tasemnic, tak hlavné zmény v redistribuci cytoplazmatickych vezikul i jinych organel.
Protoze dochazelo k mizeni cytoplazmatickych mikrotubult, bylo rozhodnuto, ZzZe
benzimidazoly inhibuji transport sekrecnich vezikul uskutechovany prostfednictvim
mikrotubult. Tyto léCivem navozené fyziologické reakce byly nedavno podporeny
pozorovanim, ze letalni ucinek fenbendazolu u Haemonchus contorus je spojen
s inhibici transportu sekrecCnich vezikul ve stfevé nasledovany rozptylenim obsahu
vezikul v cytoplazmeé stfevnich bunék (Kéhler 2001).

V souc€asnosti je zcela jasné, ze biochemicka podstata ucinku benzimidazolu
spocCiva v jejich schopnosti vazat se s vysokou afinitou na podjednotku mikrotubulu,
tubulin, ¢imZ se naru8i struktura a funkce mikrotubulu (Kéhler 2001). Mechanismus
ucinku je tedy zaloZen na inhibici energetického metabolismu parazitujicich &erva.
Inhibuji syntézu tubulinu, coz je strukturni protein mikrotubull, a narusuji tak transport
a metabolismus glukézy. Dusledkem je energetické vyCerpani a ztrata pohyblivosti
parazitl a jejich pozvolné odumreni (Duchacek, Lamka 2006).

Studie s klasickym antimitotickym zastupcem kolchicinem ukazaly, Ze se tato
slou€enina vaze na tubulin pfednostné pfi polymerizaci. Data ziskana z fluorescenéni
spektroskopie nasvédCovala tomu, ze kolchicin vazajici misto je na monomeru beta-
tubulinu. Podobny mechanismus muze byt zodpovédny za inhibici polymerace tubulinu
u benzimidazold, vzhledem k tomu, Ze vazajici misto téchto latek se rovnéz nachazi na
monomeru beta-tubulinu. Mikrotubuly jsou velmi dynamické, vSudypfitomné bunécné
organely slouzici k riznym zivotnim funkcim zahrnujicim mitézu, pohyb a transport ve
vSech eukaryotnich bunkach. Mnoho téchto struktur existuje v dynamickém ustaleném
stavu, ve kterém je udrzovano v rovnovaze spojovani a rozpojovani podjednotek.
V takovémto systému interakce léCivo-tubulin zpUsobi posun ustaleného stavu, ¢imz
dojde ke ztraté sité mikrotubuld a hromadi se volny tubulin. ProtoZze mikrotubuly hraji
zasadni ulohu vfadé bunécnych procesu, jejich IéCivem indukovana destrukce
nakonec vede ke smrti organismu. Princip vysoké selektivni toxicity benzimidazolovych
anthelmintik neni zcela jasny, ale zda se, Ze spoc€iva v silngjsi a irreverzibilni vazbé
|éCiva s tubulinem c&erva (Kohler 2001). VétSina léCiv této skupiny pusobi proti

dospélym i vyvojovym stadiim helmintd, néktera i ovocidné.
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Makrocyklické laktony

Jsou to IéCiva biosyntetického plvodu, ktera mizeme rozdélit do dvou skupin
na avermektiny a milbemyciny. Avermektiny jsou fermentaénim produktem padni
aktinomycety Streptomyces avermitilis. VyznaCuji se jedineénym spektrem uc€innosti
umoznujicim I1éEbu onemocnéni endoparazitarnich (nematodo6z) i ektoparazitarnich
(infekce c¢lenovci). Kromé toho se avermektiny vyznacuji tendenci k rezidualnimu
ucinku, coz umoznuje nejenom eliminovat stavajici parazitarni infekci, ale poskytnout
po urcitou dobu i ochranu proti opakované infekci (Duchacek, Lamka 2006).

Makrocyklické laktony vyvolavaiji paralyzu somatického svalstva ¢ervl a inhibuiji
pfijem potravy tim, Ze blokuji faryngealni pumpu. Elektrofyziologické studie jasné
ukazaly, ze fyziologickym mistem ucinku té&chto I€Civ je rodina glutamatovych receptort
spojenych s chloridovymi kanaly, které obsahuji a-podjednotky a jsou specifické pro
bezobratlé. Tyto kanaly jsou ionotropni inhibicni membranové proteiny, které jsou
fylogeneticky pfibuzné GABA, chloridovym kanalum obratlovcl a jsou pravdépodobné
tvofeny podobnymi podjednotkami. Zda se, Ze ivermektin U€inkuje jako agonista
glutamatu a prodluzuje dobu otevieni kanalu. Nizké koncentrace potencuji ucinek
pfirozeného transmiteru a vysSi hladiny pfimo oteviraji kanal. Navazani ivermektinu
zpusobi irreversibilni proudéni chloridovych iontd, coz vede k hyperpolarizaci bunééné
membrany a paralyze svall. Vysledky experimentd ukazuji, Ze misto pro navazani
ivermektinu se nachazi na a-podjednotce, zatimco glutamat vazajici misto je
lokalizovano na B-podjednotce glutamatového kanalu.

Mechanismus senzitivity k ivermektinu u oblych ¢€ervl je velmi komplexni
a zahrnuje vzajemné pusobeni mezi rGznymi o-typy glutamatovych kanall jak ve
faryngealni svaloving, tak v extrafaryngealnich neuronech (Kdéhler 2001).
Makrocyklické laktony tedy ovliviuji funkci chloridovych kanald a tim stabilizuji
neurony. To vede k naruseni pfenosu vzruchd v nervovych vlaknech, z tohoto divodu
dochazi k inhibici elektrického potencidlu v nervovych bufkach hlistic a ve svalovych
burikach &lenovcd. Uginnost byla rovnéz prokazana proti nékterym vyvojovym stadiim
parazitd. U savcl jsou chloridové kanaly v centralnim nervovém systému pro velké
molekuly avermektind hufe pfistupné, pfiCinou je u€inna hematoencefalicka bariéra
(Duchéacek, Lamka 2006). Ve vysSich koncentracich vSak ivermektin interaguje nejen
s chloridovymi kanaly hlistice, ale i s GABA receptorem spojenym s chloridovym
kanalem, coz znamena, Ze tato léCiva mohou byt toxicka pro obratlovce s poskozenou

hematoencefalickou bariérou (Koéhler 2001).
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Agonisté nikotinu

Imidazothiazoly je dlouhodobé uzivana skupina anthelmintik majici vyhradné
antinematodni uc&inky. Pusobi proti dospélym formam parazitd a larvalnim formam
nékterych parazitd. Ovocidni U€inky v§ak nemaji.

VétSina téchto komeréné dostupnych IéCiv proti oblym Cervim plsobi svym
uCinkem na nervovy systém parazita. Zastupci této Iékové skupiny pusobi jako
agonisté acetylcholinu a fadi se sem levamisol, tetrahydropyrimidiny (pyrantel
a morantel) a nékteré dalSi strukturné podobné slou€eniny. Nedavné studie pouzivajici
elektrofyziologickou techniku ukazaly, Ze povrch somatickych svalovych bunék
nematod ma nikotinové acetylcholinové receptory, které mohou byt otevieny pomoci
nikotinovych anthelmintik. Vazba téchto slou€enin na rozpoznavaci misto excitaéniho
receptoru vyvola depolarizaci a spastickou paralyzu svalll ¢erva a muze vést
k vypuzeni parazita. Nikotinovy receptor obratlovct je dukladné probadany iontovy
kanal fizeny ligandem pentamerni struktury slozeny z rliznych podjednotek. Detaily
biochemické stranky nikotinového receptoru u oblych €ervl nebyly jesté odhaleny, ale
vlastnosti podjednotkové sekvence a farmakologicky profil tohoto kanalu jsou podobné
nikotinovému receptoru u obratlovcu.

Cilové misto levamisolu a nejspi$ i pyrantelu, morantelu a dalSich strukturné
pfibuznych slou€enin je farmakologicky odliSny iontovy kanal, ktery tvofi nikotinovy
receptor na svalovych bufikach nematod. Selektivni toxicita téchto latek je zaloZzena na
jedineénych vlastnostech nikotinového receptoru nematod, které se zdaji byt

farmakologicky rozdilné od homolognich receptort u vysSich zivo€icha (Kéhler 2001).

Dalsi anthelmintika

Tetrahydropyrimidinova skupina se vyznaCuje vyhradné& antinematodnim
ucinkem, je proto vyuzivana pfedevSim v polykompozitnich anthelmintickych
pfipravcich. Zastupci této skupiny jsou pyrantel a oxantel. Pyrantel je cholinergnim
agonistou plsobicim jako excitaéni neurotransmiter na acetylcholinovych receptorech
svalovych bunék nematod. Jeho vyslednym ucinkem je spasticka paralyza nematod,
ktera jsou vypuzena peristaltikou stfeva.

Primarni cil salicylanilidd a nitrofenolt a jejich selektivni toxicita u motolic,
tasemnic a krev sajicich hlistic neni dostate€né prozkoumana. Zastupci téchto skupin

naru$uji tvorbu ATP blokovanim mitochondrialni oxidacni fosforylace (Kéhler 2001).
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2.1.3.2 DalSi metody lécby

Jiné nez chemické moznosti kontroly parazitd jsou ve stadiu vyvijeni
a zjistovani prospésnosti a pouzitelnosti, tak aby mohly plsobit proti parazitickym
formam v zivociSich i proti volné zZijicim formam na pastvé.

Nova metoda kontrolovani parazitll, ktera nebyla ve Spojenych Statech jesté
zcela prozkoumana, spocCiva v pouZziti IéCivych rostlin s anthelmintickymi ucinky.
Na Novém Zélandu i v Evropé jsou dlikazy o tom, Ze spasanim téchto rostlin
obsahujicich kondenzované taniny se snizil po€et vajicek a larev ve fekaliich i pocet
dospélych parazitl ve slezu a v tenkém stfevé (Fleming et al. 2006).

Nedavné studie zkoumaly houbu, ktera by se mohla pouzivat jako biologicka
IéCba proti volné Zijicim formam v laboratornich i pfirodnich podminkach. Tyto houby
se nachazeji v pudé/rhizosféfe po celém svété, kde se Zivi riznymi druhy volné Zijicich
pudnich nematod. Tyto houby zachyti hlistice do specialni lepkavé pasti na svych
rostoucich hyfach. Podavaci systém pfimichava spory hub do dodatkového krmiva,
kterym musi byt zvifata kazdy den krmena. NejvétSim problémem je, jak zajistit, aby
kazdé zvife zkonzumovalo stejné mnozstvi krmiva. DalSi podminkou ucinnosti je, aby
zvife bylo krmeno témito sporami nejméné 60 dnu. Toto je velmi €asové i finanéné
narocné, a proto se tento zpusob Ié¢by v sou€asnosti nepouziva.

V disledku vzniku rezistence na anthelmintika, se zacal vyzkum soustfedovat
na vyvoj vakcin. Jiz bylo vyvinuto nékolik uspé&snych vakcin na plicnivku u dobytka a na
tasemnice u ovci. Vakciny na ¢ervy malych prezvykavcl obsahuji skryty antigen a jsou
namifeny pfimo na H. contortus. Vakciny byly zatim testovany jen v laboratornich

podminkach a jsou stale ve vyvojovém procesu (Fleming et al. 2006).

2.2 REZISTENCE

Rezistence je u gastrointestinalnich nematod celosvétoveé rozSifena. Rezistence
na anthelmintika je definovana jako pokles ucinku anthelmintik na populaci parazit,
ktefi jsou bézné citlivi k témto 1éCivim. Tento pokles citlivosti je zplsobeny vzristajicim
poCtem rezistentnich alel, které vznikaji vybérem pfi opakovaném pouzivani
anthelmintik. Gastrointestinalni nematody u malych pfezvykavcl vilastni fadu gend,
které podporuji vyvoj rezistence na anthelmintika. Nasledkem toho tito Cervi maji
geneticky potencial k tomu, aby rychle a uspésné reagovali na chemickou lécbu. Jsou
schopni §ifit své rezistentni geny pfi stéhovani hostitele z jedné farmy na druhou
(Fleming et al. 2006).
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Rezistence na anthelmintika byla poprvé popsana vroce 1957 u parazita
Haemonchus contortus, ktery byl vystaven dlouhodobému plsobeni fenothiazina.
Rezistence predstavuje problém i v novéjSich tfidach anthelmintik. Zda se, ze se
rezistence objevuje ve vSech tfidach anthelmintik pouzivanych k 1é&bé parazitickych
onemocnéni. Byla zaznamenana i zkfiZena rezistence (Coyne et al. 2001).

Predpoklada se, ze béhem lécby anthelmintiky pfezije maly pocet Cervu, ktefi
tvofi zaklad pro rozvoj rezistence vdané populaci. Tito C&ervi infikuji pastviny
rezistentnimi larvami, coz vede postupné k selekénimu tlaku na rezistenci. Cetnost
genl hraje dllezitou roli pro stanoveni, jak rychle se bude rozvijet rezistence
na anthelmintika v neléené populaci. Dokonce i v pfirodé dochazi obas u Cervu
k nahodnym mutacim. Cim &astéji k nim dochazi, tim rychleji se rozviji rezistence na
anthelmintika. Mize se jednat o mutace té €asti receptoru, na kterou nasedaji IéCiva,
nebo mutace zpUsobujici rozdily v enzymech, v transportu nebo v metabolismu
anthelmintik. Rezistence se bude také rychleji rozvijet, pokud budou geny pro
rezistenci dominantni.

Nejbéznéji pouzivany test k detekci rezistence na anthelmintika stalé zustava
test redukce poctu vajicek v trusu (FECRT — Faecal Egg Count Reduction test). Test je
vhodny pro v8echna anthelmintika i pro anthelmintika, ktera jsou jiz metabolizovana
v téle hostitele. Metoda je zalozena na porovnani poctu vaji¢ek v trusu pred a po léché
anthelmintiky. Vajicka nematod jsou pocitdna v den aplikace a poté v urcitych
Casovych intervalech v zavislosti na daném anthelmintiku. Pfi IéCbé& benzimidazoly (BZ)
jsou vaji¢ka pocitana v intervalu 8 — 10 dnu, u makrocyklickych laktond 14 — 17 dnda.
Po téchto dnech by se jiz vajicka v trusu neméla nachazet. Jestlize je snizen pocet
vajiCek o vic nez 95%, pak je anthelmintikum G¢inné a muze se pokracovat v jeho
uzivani. K detekci rezistence se pouzivaji také rtizné laboratorni testy. Jeden z Siroce
pouzivanych je test lihnuti larev z vajiCek (EHT — Egg Hatch test). Tento test se
vyuZiva k detekci BZ rezistence a je zalozen na ovocidnim ucinku benzimidazolovych
anthelmintik. Vaji¢ka jsou inkubovana s riznymi koncentracemi BZ a sleduje se jejich
lihen. Test vyvinu larev (LDA — Larval Development test) umoznuje detekci rezistence
u BZ i makrocyklickych laktonu. VajiCka nebo prvni larvalni stadia oblych erva jsou
vystavena pusobeni rlznych koncentraci anthelmintik. Sleduje se schopnost larev
prezit v pfitomnosti anthelmintika. Tento test je citlivéjSi nez metody FECRT a EHT,
podle vSeho je schopen detekovat rezistenci na anthelmintika, pokud 10% populace
¢ervll nese rezistentni geny (Papadopoulos 2008).

Mechanismus rezistence na benzimidazoly byl u helmintd dUkladné
prozkouman. Bylo zjisténo, Ze rezistentni Cervi ztratili vysokou afinitu vazebnych mist

pro tato léCiva na podjednotce mikrotubulu, coZ ukazuji testy s navazanymi
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radioligandy. Studie molekularni genetiky ukazuji, ze BZ rezistence u helmintl je
spojena s vybérem specifickych alel jednoho nebo dvou raznych izotypl B-tubulinu. Pfi
infikovani ovci za pouziti H. contortus doSlo velmi rychle ke ztraté alel izotypu 1
a nasledoval vybér ¢ervlu nesoucich deleci izotypu 2. V dalSich studiich byl testovan
pomoci PCR techniky v izoldtu z Haemonchus vztah mezi BZ rezistenci a nahradou
fenylalaninu za tyrosin v poloze 200 genu kédujiciho B-tubulin. Experimentalni dukazy
ziskané ze studii s H. contortus a dalSimi Cervy z Celedi Trichostrongylidae jasné
ukazuji, Ze poc€atecni rezistence na benzimidazoly je spojena s bodovou mutaci genu
pro izotyp 1 B-tubulinu, a Ze dusledkem dalSi selekce je kompletni ztrata alel izotypu 2
v populaci. Kvlli vysokému stupni rezistence je vSak tfeba uvazovat i o dalSich

mechanismech (Kdéhler 2001).

Kmen citlivy na anthelmintika (ISE) a benzimidazolovy-rezistentni kmen

(IRE) Haemonchus contortus

V pfedlozené praci byly sledovany a porovnavany aktivity biotransformaénich
enzymu u citlivych a rezistentnich kmen( vlasovky slezové. Experimenty byly
provadény s citlivymi a rezistentnimi kmeny, které se ziskavaji pomoci inbreeding.

Pfi zkoumani genetické rozmanitosti u nékolika populaci H. contortus se
ukazalo, Ze existuje Siroka geneticka riznorodost, ale vybér léCiva nema na ni skoro
zadny vliv. Ztohoto duvodu tyto populace nemohou byt pouzity pro sestaveni
genetické mapy ani pro identifikaci gent zpUsobujicich rezistenci. Proto se provedl
inbreeding, ktery snizil riznorodost a ved| k fixaci alel. Pro inbreeding byl vybran BZ-
citivy kmen H. contortus z SE populace z Edinburgu a BZ-rezistentni kmen z RE4
populace. Inbreeding byl proveden pomoci volného pafeni (HSM - half-sib mating).
Patnact HSM probéhlo v kazdé populaci. Do bachoru ovci bylo vstfiknuto tfeti larvalni
stadium, které se ve slezu vyvinulo do dospélych jedincu. Vajicka z dospélych samic
nebo z trusu byla kultivovana do tfetiho larvalniho stadia a nasledné znovu aplikovana
do bachoru ovci. Inbreeding vedlo ke vzniku dvou druhl populace — BZ-citlivy (ISE)
kmen a BZ-rezistentni (IRE) kmen. Teoreticky koeficient inbreeding pro citlivou
a rezistentni populaci je 0,87. Pro kontrolu, zda se b&hem inbreeding udrzuje BZ-citliva
nebo BZ-rezistentni populace, byl provadén test lihnuti larev. BZ citlivost a rezistence
poslednich tfi generaci v kazdém kmeni byla také kontrolovana pomoci PCR metody.
Ziskani téchto dvou ISE a IRE kmenu umoznilo studovat a analyzovat genetickou

podstatu rezistence na anthelmintika (Roos et al. 2004).
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White-River kmen Haemonchus contortus

Pro sledovani aktivity biotransformacnich enzyma u vlasovky slezové byl pouzit
také multirezistentni White-River (WR) kmen z Jizni Afriky. Tento WR kmen je
rezistentni na ivermektin, ale také na benzimidazoly, rafoxanid a closantel. Tento kmen

se nachazi na pastvinach Kikuyu v Keni (Le Jambre et al. 1994, Van Wyk et al. 1987).

2.3 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK U HELMINTU

Mnoho xenobiotickych slou€enin (napf. polutanty z Zivotniho prostiedi, 1é€€iva
a potravni pfisady) neustale vstupuje do tél Zivoc€ichu. V organismu je vétSina téchto
xenobiotik metabolizovana jedine€nymi enzymy na polarnéjsi metabolity, které jsou
jednodu$eji vyluCovany. Metabolismus xenobiotik probiha ve tfech fazich. V1. fazi
metabolismu dochazi k oxidaci, redukci a hydrolyze. Ve Il. fazi probihaji u xenobiotik
nebo u metabolitd z prvni faze konjugacni reakce s endogennimi slou€eninami.
Glutathion, glukuronova kyselina, aminokyseliny a sulfaty reprezentuji nejdulezitéjsi
konjugacni Cinidla. Treti fazi metabolismu xenobiotik pfedstavuje aktivni transport
substrat, metabolitl nebo konjugatt pfes membrany, ktery je zprostfedkovan pomoci
specialnich bilkovinnych transportért (Cvilink et al. 2009).

Parentni slouenina, metabolit a konjugat maji zpravidla rozdilné fyzikalné-
chemické vlastnosti, farmakodynamické ucinky a stejné tak rozdilnou toxicitu
a farmakokinetiku. PFitomnost biotransformacnich enzymd a jejich aktivita urcuje
zplsob a stuperi metabolizace chemického lé&iva nebo jiného xenobiotika. Casté
podavani farmakologicky aktivnich latek ma za nasledek vznik indukce a inhibice
biotransformacnich enzymd. Indukce zpusobi zvySeni aktivity biotransformacnich
enzymu. K narlstu aktivity dochazi prfedevsim v dlisledku zvySené genové exprese
a/nebo snizené degradace proteinu. Inhibice neboli snizena aktivita biotransformacénich
enzymu je zpusobena interakci xenobiotik s jiz hotovymi enzymy (Velik et al. 2004).

Aktivita biotransformaénich enzymu tedy podstatné ovliviuje Zzadouci
i nezadouci uc€inky podanych |é€iv nebo jinych xenobiotik. Biotransformaéni enzymy
funguji ve vS8ech organismech jako U¢inna obrana proti moznym negativnim vlivim
xenobiotik. Tyto enzymy mohou do urCité miry chranit parazity pfed toxickymi ucinky
anthelmintik. Schopnost biotransformaénich enzymu inaktivovat anthelmintika pomoci
biotransformace predstavuje vyhodnou obrannou strategii u parazitd (Cvilink et al.
2008a). Nedavné studie ukazaly, ze rozvoj rezistence je ¢astecné spojen se systémem
enzymu a transportér(, které chrani organismus pred Skodlivym pusobenim xenobiotik
(Cvilink et al. 2009).
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2.3.1 Faze | biotransformace

Popsany jsou jen ty enzymy, kterymi jsem se zabyvala v experimentalni ¢asti.

2.3.1.1 Redukéni enzymy

| kdyz je oxidace CastéjSi nezredukce, predstavuje redukce hlavni
metabolickou cestu u sloucenin, jako jsou ketony, aldehydy, chinony, nitro slou€eniny,
N-oxidy nebo S-oxidy. Karbonylové slou€eniny jsou Siroce rozSifeny v pfirodé
a pfedstavuji vaznou hrozbu pro Zijici organismy, protoze jsou schopny reagovat
s buné&nymi makromolekulami. Aldehydy a ketony jsou Skodlivé pro buriky, protoze se
mohou kovalentné vazat se sekundarnimi aminoskupinami a thiolovymi skupinami
bilkovin (O’Connor et al. 1999).

Redukéni enzymy tedy chrani organismy pred toxickymi uc&inky reaktivnich
aldehydl a ketonl. Vyznam karbonylreduktas u H. contortus spociva v tom, zZe pusobi
proti UCinku anthelmintik a jinych xenobiotik nesoucich karbonylovou skupinu.
Substraty reduktas a dehydrogenas nejsou jen xenobiotika, ale i mnoho endogennich
latek.

V burice je ochrana proti reaktivnim karbonylovym slou€eninam zabezpec€ena
nékolika rodinami detoxifikacnich enzymua (O’Connor et al. 1999).

Redukéni enzymy rozdélujeme do tfi nadrodin proteinu:

o Reduktasy/dehydrogenasy se stfedné dlouhym fetézcem (MDR)

o Reduktasy/dehydrogenasy s kratkym fetézcem (SDR)

° Aldo-ketoreduktasy (AKR)

SDR jsou rozpustné bilkoviny, vétSinou se jedna o dimery nebo tetramery,
obsahuijici pfiblizné 270 aminokyselin v monomeru a charakterizované katalytickou
triadou (Ser, Tyr a Lys) v aktivnim misté.

AKR jsou nej¢astéji monomerické, NAD(P)H dependentni enzymy, dosahuiji
délky 320 aminokyselin a v aktivnim misté obsahuji tetradu (Tyr, His, Asp a Lys)
(Combourieu et al. 2004). Strukturu tvofi 8 a-helixi a 8 [-skladanych listl
uspofadanych do soudku. Nazvoslovi AKR vychazi z podobnosti sekvence
aminokyselin. Aldo-ketoreduktasy se oznacCuji symbolem AKR, arabskou Cislici
oznadujici rodinu, pismenem predstavujici podrodinu a dalSi arabskou Ccislici urcujici
jedine€nou proteinovou sekvenci (Jez et al. 1997).

Karbonylové reduktasy jsou pfitomné v rlznych organismech. Byly nalezeny
v prokaryotech i eukaryotech, v€etné kvasinek, rostlin, obojzivelnikl a savcu (Hyndman
et al. 2003).
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Studium enzym redukujicich karbonylovou skupinu sloucenin je dulezité nejen
pro predvidani metabolismu léCiv s touto skupinou v organismech, ale taky pro
porozuméni moznosti jejich ovlivnéni. Navzdory tomu, jsou vS8ak znalosti o reduktasach
karbonylové skupiny u parazitu stalé nedostatecné. V soucasné dobé jsou intenzivné
zkoumany piedevsim lidské reduktasy.

Abychom tuto nepfiznivou situaci napravili, stanovili jsme aktivity enzymu
redukujicich karbonylovou skupinu u jednotlivych kmen( vlasovky slezové. Pro
stanoveni aktivit karbonylreduktas byly pouzity substraty: metyrapon, daunorubicin, DL-

glyceraldehyd, 4-pyridinkarboxaldehyd a oracin.

Metyrapon
Metyrapon (2-methyl-1,2-di-3-pyridyl-1-propanon) je redukovan na alkoholicky

metabolit metyrapol (obr. 3), jak cytosolickymi, tak mikrosomalnimi enzymy nalezicimi
do nadrodiny aldo-ketoreduktas (dihydrodioldehydrogenasy) a kratkofetézcovych
dehydrogenas/reduktas (karbonylreduktasa, 11 B-hydroxysteroid dehydrogensa typ 1,
11 B-HSD 1) v pfitomnosti NADPH anebo NADH jako kofaktoru (Maser, Oppermann
1997, Combourieu et al. 2004).

Obr. 3: Metyrapon a jeho alkoholicky metabolit (+/—)-metyrapol

Daunorubicin

Daunorubicin je pevna latka oranZovo-Cervené barvy. Je vyuZivan jako
cytostatikum pfi 1éEbé akutni leukémie.

Daunorubicin je redukovan na daunorubicinol reduktasami, z nichz jedna,
aldehydreduktasa vykazuje nejvy$Si redukéni aktivitu pfi pH 8,5 a druh3,

karbonylreduktasa pfi pH 6,0.

OCHO OH O
HiC—~0

NH
OH 2

Obr. 4: Daunorubicin a jeho redukovany metabolit daunorubicinol
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DL-Glyceraldehyd

DL-Glyceraldehyd je endogenni substrat redukovany v cytosolu vétSiny savcich
organUl na glycerol aldehydreduktasou (AKR1A1).

Jedna se o pevnou latku obtizné rozpustnou ve vodé a dobfe rozpustnou
v dimethylsulfoxidu (DMSO).

P
1
Wt
Fand I el | Fal

|
H-C—OH = GHCHCH,

[ . .
CH:0H OH OH OH
Obr. 5: Redukce DL-glyceraldehydu na glycerol

4-Pyridinkarboxaldehyd

4-Pyridinkarboxaldehyd je redukovan v cytosolické frakci lidskych jater
aldehydreduktasou (AKR1A1). V mikrosomalni frakci je redukovan 3a-HSD (Maser
1995).

O H HO H
X X
= =

Obr. 6: Redukce 4-pyridinkarboxaldehyd na 4-pyridylkarbinol

Oracin

Oracin, 6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-indenol[1,
2-c] isochinolin, je potencialni cytostatikum pro oralni podani. Hlavnim metabolitem
oracinu je 11-dihydrooracin (DHO). Tento chiralni metabolit vznika redukci karbonylové
skupiny v pozici 11 molekuly. Oracin je redukovan mikrosomalnim enzymem 11 3-HSD

1 a cytosolickymi enzymy karbonylreduktasou a aldo-ketoreduktasami podrodiny 1C.
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Obr. 7: Metabolicka pfeména oracinu na (+)-DHO a (—)-DHO enantiomery

Acenaftenol
Tento substrat je pfeménovan cytosolickymi aldo-ketoreduktasami AKR1C1,
AKR1C2, AKR1C3 a AKR1C4. Oxiduje se na acenaftenon a zaroveii se NADP®

redukuje na NADPH.
OH 0

e (1
7N

NADP* NADPH-+HT

Obr. 8: Oxidace acenaftenolu na acenaftenon

2.3.1.2 Peroxidasa

Tento enzym brani vzniku nebezpecnych hydroxylovych radikald oxidaci
peroxidu vodiku (H,0,). K oxidaci dochazi pomoci cytochromu c, jako elektronového
donoru. Peroxidasa byla nalezena v kvasinkach a bakteriich. Byla také popsana
u nékterych Cervll jako Fasciola hepatica a Schistosoma mansoni (Bruschi, Lucchi
2001). Pro stanoveni aktivity peroxidasy byl pouzit substrat o-fenylendiamin
dihydrochlorid (OPD). OPD je tvofen hnédozlutymi krystalky, které jsou malo rozpustné

ve vodg, ale rozpustné v alkoholu a éteru.

2.3.1.3 Superoxiddismutasa (SOD)

vvvvvv

SOD je jeden znejdulezitéjSich enzym(O nalezenych v helmintech.
Superoxiddismutasa katalyzuje pfeménu superoxidového aniontu (O,-") na peroxid
vodiku a kyslik. SOD existuje ve tfech formach, které se liSi od sebe kovovym prvkem

navazanym v aktivnim misté. SOD obsahujici Zelezo byla nalezena v protozoich,
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fasach a v nékterych vysSich rostlinach. SOD vazajici mangan byla zjisténa ve
vysokych koncentracich v mitochondriich u zivo€ichu i bakterii a SOD obsahujici méd
a zinek byla nalezena v zivociSich, v€etné ¢ervu (Bruschi, Lucchi 2001). Pro stanoveni
aktivity SOD byla pouzita sada SOD Assay Kit-WST.

2.3.1.4 Katalasa

Katalasa je tetramerickd molekula skladajici se z podjednotek, které maji
molekulovou hmotnost kolem 60 kDa a kazda podjednotka obsahuje hematin, jako
prostetickou skupinu. Enzym §tépici H,O, byl nalezen ve vétSiné organismu a tkani, ale
neni pfitomen v anaerobnich organismech. Aktivita tohoto enzymu byla zaznamenana
také u nematod (Bruschi, Lucchi 2001). Pro stanoveni aktivity katalasy byl pouzit

fluorescencni substrat odvozeny od europium-tetracyklinu.

2.3.2 Faze Il biotransformace

Na rozdil od savcl, bylo publikovano jen par studii tykajicich se detoxikac¢nich
enzymu |l. faze u parazitli, az na rodinu enzymu glutathion-S-transferasy. Zatimco se
vyzkum soustfedi jen na glutathion-S-transferasy, jsou zbyvajici enzymy Il. faze

u helmintd opomijeny a pfehlizeny (Cvilink et al. 2009).

2.3.2.1 Glutathion-S-transferasa

Nadrodina  glutathion-S-transferas  (GST)  zahrnuje  vSudypfitomné,
multisubstratové, cytosolické i mikrosomalni enzymy, které jsou zapojené do
biotransformace endogennich slou€enin a xenobiotik, v€etné IéCiv a polutantd
z Zivotniho prostfedi. Katalyzuji konjugaci elektrofilnich sloucenin s glutathionem
(GSH) (Cvilink et al. 2009).

Sav¢i GST mohou byt ¢lenény do nékolika vyvojovych tfid: Alfa (bazické), Mi
(mirné neutralni), Pi (kyselé) a Theta. Toto rozdéleni bylo provedeno na zakladé
podobnosti sekvenci a imunologické zkfizené reaktivity (Salinas, Wong 1999). Enzymy
vjedné tfidé maji pfiblizné stejné velké monomery (kolem 24 az 28 kDa), stejné
sekvence aminokyselin (60 az 80%) a vyraznou substratovou specifitu, ktera se ale
muze Castecné prekryvat. Cytosolické GST byly nejvice prostudovany v lidskych,

potkanich a mysich tkanich, kde jsou hojné rozSifeny. Zda se, ze GST jsou doslova
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vSudypfitomné mezi aerobnimi organismy. Byly také nalezeny v rostlinach, rybach,
hmyzu, houbach, kvasinkach a nedavno i v bakteriich (Wilce, Parker 1994).

Cytosolické GST maji dvé aktivni mista, ktera funguji nezavisle na sobé. Kazdé
misto se sklada ze dvou oblasti vazajici ligandy. Misto vazajici GSH je vysoce
specifické pro glutathion, zatimco misto vazajici elektrofilni substrat je méné specifické
(Wilce, Parker 1994).

Glutathion-S-transferasy byly detekovany u mnoha &ervu, zahrnujici nematody,
motolice a tasemnice. GST maji u rdznych druhd helmintd odliSnou substratovou
specifitu, katalytickou aktivitu i imunogennost. Sekvence transferas u helmintd vykazuji
velmi malou podobnost se sekvencemi savCich enzymd. Aktivity GST se rdzni
v zavislosti na konkrétni tfidé helmintd. Nejvy3Si aktivita byla naméfena u tasemnic
a aktivita u gastrointestinalnich parazitl je vy$8i, nez u parazitd krevnich nebo
tkanovych. PfiCinou muaze byt cytoplazmaticky tegument, ktery zpusobi, Ze jsou
tasemnice vnimavéjsi ke xenobiotikim. Relativné nizké hodnoty GST aktivity byly
naméfeny u nematod (Cvilink et al. 2009).

Pro stanoveni aktivity GST byl pouzZit 1-chloro-2,4-dinitrobenzen jako substrat.

2.3.2.2 UDP-glukuronosyltransferasa

Glukuronidace predstavuje u savcu hlavni konjugacni reakci, kterou katalyzuje
rodina enzym( - UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) (King et al. 2000). UGT jsou
rodinou enzym( |l. faze metabolismu, které katalyzuji konjugaci xenobiotik
s glukuronovou kyselinou, ¢imz vznikaji glukuronidy. Glukuronidy sméfuji ke snizeni
biologické aktivity, snizeni distribuce a ke zvySeni exkrece z téla (Webb et al. 2004).

UGT jsou pfitomny v mnoha tkanich, jsou to integralni proteiny lokalizované na
luminalni strané endoplazmatického retikula. UGT se na zakladé podobnosti sekvence
déli na dvé rozdilné podrodiny, na UGT1 a UGT2. Navzdory rozdilm v primarni
sekvenci aminokyselin mezi UGT1 a UGT2, sekvence domény nachazejici se na C-
konci proteinu je vysoce konzervativni. Tato doména slouzi pro navazani UDP-
glukuronové kyseliny. Aglykon vazajici doména je na N-konci proteinu a je nejméné
konzervativni (King et al. 2000).

Glukosidace je konjugacni reakce katalyzovana UDP-glukosyltransferasou
(UGIcT) probihajici bézné v rostlinach, ale velmi vzacné v zivociSich. Jediny O Hanlon
zaznamenal konjugaci s glukosou v metabolismu endogennich ekdysteroidi u Ascaris
suum a Parascaris equorum in vitro (O Hanlon et al. 1991).

Pro stanoveni aktivity UGT a UGIcT byl pouzit substrat p-nitrofenol. p-Nitrofenol

vytvari dvé krystalické formy. Prvni forma je bezbarva, druha forma p-nitrofenolu ma
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Zlutou barvu, ktera pusobenim svételnych paprskd pfechazi na c&ervenou barvu.
p-Nitrofenol je mirné rozpustny ve vodé a dobfe rozpustny v organickych

rozpoustédlech.

2.3.3FazeOalll

Za treti fazi biotransformace se povazuje transport xenobiotik. Transportéry,
prenasejici slouceniny pfes membrany, pfedstavuji dulezity c&lanek v detoxikaci
xenobiotik. Zname dva typy prfenasec: transportéry importujici xenobiotika do bunék
(faze 0) a prenasele exportujici xenobiotika nebo jejich metabolity ven z bunék (faze
[l). Druhy typ transportéru byl zkouman mnohem dukladnéji, protoZe hraje dllezitou
roli pfi vzniku rezistence. Hlavni rodinou exportujicich transportérl jsou ABC
pfenaSeCe (ATP-binding cassette). ABC prenasSeCe jsou vsudypfitomné proteiny,
nachazejici se ve vSech burikach vsech tfid od mikrobu az po ¢lovéka. ABC prenasSece
zprostifedkovavaji aktivni pfenos, jak lipofilnich xenobiotik, tak hydrofilnich metabolitt
a konjugatl ven z buriky. Vyzkum zkoumajici transport IéCiv se v sou€asnosti soustiedi
zejména na P-glykoprotein (Pgp, ABCB1). P-glykoprotein je nejznaméjsi ABC

ABC transportéry byly nalezeny i umnoha tfid €ervd. Prvni popsany Pgp
u Cerva byl zjistén u C. elegans. U H. contortus byl Pgp nalezen podél celého traviciho

traktu, nejvice vSak v hltanu a v predni ¢asti stfeva (Cvilink et al. 2009).
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3. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo porovnani metabolismu anthelmintik a aktivit
biotransformacnich enzymu u citlivych a rezistentnich kmenlU vlasovky slezové
(Haemonchus contortus). Tato prace je soucasti grantového projektu ,Vyvoj Iékové
rezistence u helmintd — moZné mechanismy a obrana“ (GACR P502/10/0217). Aby

bylo cile dosazeno, byla provedena:

1. PFiprava subcelularnich frakci z dospélcu tfi kmenl Haemonchus contortus
(citlivy - ISE, rezistentni na benzimidazoly - IRE, rezistentni na vSechna
anthelmintika - WR)

2. Sledovani metabolismu vybranych anthelmintik pomoci in vitro inkubace

subcelularnich frakci tfi kmenUl vlasovky slezové s anthelmintiky

3. Sledovani metabolismu vybranych anthelmintik pomoci ex vivo kultivace ftfi

kmenu vlasovky slezové v CO, inkubatoru v médiu s anthelmintiky

4. Stanoveni aktivit biotransformacnich enzymu v subcelularnich frakcich vlasovky

slezové

5. Porovnani jednotlivych kmenu H. contortus
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4. EXPERIMENTALNIi CAST

4.1. CHEMIKALIE, PRISTROJE, BIOLOGICKY MATERIAL

4.1.1. Chemikalie

= 1-chlor-2,4-dinitrobenzen, Fluka

= Acenaftenol, Aldrich

= Albendazol, Sigma

» Albendazolsulfoxid, Toronto Research Chemicals (TRC)
= Albendazolsulfon, TRC

» Daunorubicin, Sigma

= DL-Glyceraldehyd, BDH

= Flubendazol, TRC

= Flubendazol redukovany, TRC

= UDP-glukosa, Sigma

= Glutathion, Fluka

= Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma

= Katalasa, Sigma

= Metyrapon, Fluka

= NADPH, Merck

= NADP’, Merck

=  Medium RPMI-1640

= Oracin

= Phosphate Buffered Saline (PBS), Sigma
= p-nitrofenol, Fluka

= 4-pyridinkarboxaldehyd, Aldrich

= Roztok bicinchoninové kyseliny, Sigma
= UDP-glukuronova kyselina, Sigma

= Ostatni béZné chemikalie Cistoty p.a.

4.1.2 Pristroje

* Analytické vahy Scaltec SBS 22

» Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos
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= Concentrator 5301

» Digitalni pH - metr Jenway LTD 3020

» Laboratorni magneticka michacka IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
= Luminiscenéni spektrofotometr Perkin Elmer LS 50 B

»  Spektrofotometr Tecan Infinite M 200

» Thermoblok s nastavcem Thermomixer Eppendorf

= Ultracentrifuga Sorvall OTD Combi

» Ultrazvukova lazen Tesla UC 005 AJ 1

» Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls Bandelin HD 2070

= UV-VIS spektrofotometr Unicam Helios 3

» Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Shimadzu (HPLC)
= Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series

4.1.3 Biologicky material

Jehnata ovce domaci (cca 2 - 3 mésice stara) byla infikovana peroralné
suspenzi s 5000 larvami L3 Haemonchus contortus. Po 6 tydnech byla jehrniata
usmrcena a slezy s vlasovkami byly pfevezeny do laboratofe. Kizolovani zivych
dospélych vlasovek byla pouzita metoda agarovych sit. Byly izolovany citlivé
arezistentni kmeny H. contortus: citlivy (ISE) kmen, BZ-rezistentni (IRE) kmen
a multirezistentni White-River (WR) kmen. Ziskané vlasovky byly tfikrat promyty
fyziologickym roztokem (37°C), a poté bud zamrazeny v hlubokomrazicim boxu na -

80°C nebo pfimo pouzity pro ex vivo kultivace.

4.2 PRACOVNIi POSTUP

4.2.1 Priprava pufri a médii

Tris - HCI pufr 0,1 M pH 7,4

Navazka 6,06 g trishydroxymethylaminomethanu byla rozpusténa ve 300 ml
redestilované vody a pH upraveno pomoci 1 M HCI| na 7,4 za stalého michani

a kontroly pH. Pufr byl nasledné dopinén redestilovanou vodou na 500 ml.
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Tris - HCI pufr 0,1 M pH 8,9

Navazka 1,21 g trishydroxymethylaminomethanu byla rozpusténa ve 100 ml
redestilované vody. Pfilévanim 0,1 M HCI za kontroly pH na pH-metru pfi laboratorni

teploté bylo pH upraveno na 8,9.

Tris - HCI pufr 0,2 M pH 8,5

Navazka 2,42 g trishydroxymethylaminomethanu byla rozpusténa ve 100 ml
redestilované vody. Pfilévanim 0,2 M HCI za kontroly pH na pH-metru pfi laboratorni

teploté bylo pH upraveno na 8,5.

Sodnofosfatovy pufr 0,1 M pH 7,4

Nejdfive byly pfipraveny jednotlivé sloZzky: 1000 ml 0,1 M roztoku dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 35,8 g Na,HPO412H,0) a 250 ml 0,1 M
roztoku dihydratu dihydrogenfosfore€nanu sodného (navazka 3,9 g NaH,PO,-2H,0).
Jednotlivé slozky byly pfipraveny do odmérnych banék a potom slévany za stalého

michani a kontroly pH az bylo dosaZeno pozadované hodnoty pH 7,4.

Sodnofosfatovy pufr 0,1 M pH 6,5

Nejdfive byly pfipraveny jednotlivé slozky: 50 ml 0,1 M roztoku dodekahydratu
hydrogenfosfore€nanu sodného (navazka 1,79 g Na,HPO412H,0) a 50 ml 0,1 M
roztoku dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 0,78 g NaH,PO,-2H,0).
Roztoky byly slévany za stalého michani a kontroly pH na pH-metru az bylo dosazeno

pozadované hodnoty pH 6,5.

Draselnofosfatovy pufr 0,1 M pH 6,0

Nejdfive byly pfipraveny jednotlivé slozky: 0,1 M roztok hydrogenfosfore¢nanu
draselného a 0,1 M roztok dihydrogenfosfore€nanu draselného. Roztoky byly slévany
za stalého michani a kontroly pH na pH-metru az bylo dosazeno pozadované hodnoty
pH 6.0.

Roztoky k in vitro inkubaci FLU se subcelularnimi frakcemi

K inkubaci in vitro FLU se subcelularnimi frakcemi bylo potfeba pfipravit 3 roztoky
FLU o koncentracich 0,1, 0,5, 1,0 mM. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok

o koncentraci 5 mM. Navazka FLU 1,565 mg byla rozpusténa v 1 ml DMSO.
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Smisenim 200 pl zasobniho roztoku s 800 pl DMSO vznikl roztok A o koncentraci 1
mM (koncentrace v inkubaéni smési 10 uM).

Roztok B o koncentraci 0,5 mM byl ziskan smisenim 200 ul roztoku A s 200 ul
DMSO (koncentrace v inkubacni smési 5 uM).

Roztok C o koncentraci 0,1 mM byl ziskan smisenim 100 ul roztoku A s 900 ul

DMSO (koncentrace v inkubacni smési 1 uM).

Roztoky k in vitro inkubaci ABZ se subcelularnimi frakcemi

K inkubaci in vitro ABZ se subcelularnimi frakcemi bylo potfeba pfipravit 3 roztoky
ABZ o koncentracich 0,1, 0,5, 1,0 mM. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok
o koncentraci 1 mM (koncentrace v inkubacni smési 10 yM). Navazka ABZ 1,327 mg
byla rozpusténa v 5 ml methanolu.

Smisenim 500 ul zasobniho roztoku s 500 pl methanolu vznikl roztok A
o koncentraci 0,5 mM (koncentrace v inkubacni smési 5 uM).

Roztok B o koncentraci 0,1 mM byl pfipraven smisenim 100 pyl zasobniho roztoku

s 900 ul methanolu (koncentrace v inkubacéni smési 1 uM).

Roztoky k ex vivo inkubaci FLU s Haemonchus contortus

Kinkubaci ex vivo FLU s Haemonchus contortus bylo potfeba pfipravit pufr PBS
(Phosphate Buffered Saline) o koncentraci 0,01 M. Pét tablet PBS se rozpustilo v 1 litru
redestilované vody. K500 ml roztoku PBS bylo pfidano 5 ml antibiotik (ATB,
PENICILIN 6 mg/ml + STREPTOMYCIN 10 mg/ml).

K500 ml média (RPMI-1640) byl pfidan 1 g NaHCO;, 4 g glukézy, 500 pl
amfotericinu, 5 ml ATB a nakonec se médium provzdus$nilo pneumoxidem pro Upravu
pH na 7,4.

Dale bylo potfeba pfipravit 10 mM zasobni roztok FLU, navazka FLU 1,57 mg byla
rozpusténa v 500 pyl DMSO. Zasobni roztok 1 mM byl pfipraven smichanim 50 pl 10
mM roztoku s 450 pyl DMSO. Nasledné bylo smichano 50 ml média s 50 yl 10 mM
zasobniho roztoku FLU (koncentrace FLU v médiu 10 uM) a 50 ml média bylo
smichano s 50 pl 1 mM zasobniho roztoku FLU (koncentrace v médiu 1 pM).

Soucasné byl pfipraven roztok pro slepé vzorky smisenim 10 ml média s 10 pl
DMSO.

31



4.2.2 Priprava subcelularnich frakci

Vlasovky z tfech kmen0 byly rozvazeny. K 3,34 g vlasovek z ISE kmene bylo
pfidano 4 ml 0,1 M sodnofosfatového pufru pH 7,4, k 2,56 g vlasovek z IRE kmene bylo
napipetovano 3 ml pufru, k6 g vlasovek zWR kmene bylo pfidano 6 ml pufru.
Nasledné byla provedena homogenizace za snizené teploty ve sklenéném
homogenizatoru s rotujicim teflonovym pistem a sonikace ultrazvukovym
homogenizatorem (Sonopuls). Homogenat se pielil do kyvet a byla provedena prvni
centrifugace (centrifuga Heraeus, 20 min., 5000 g, 4°C). Supernatant byl pfelit do
Cistych kyvet a provedla se druha centrifugace na 20 000 g, po dobu 60 min. pfi 4°C
v téZe centrifuze.

Peleta z 2. centrifugace byla resuspendovana v 5 ml sodnofosfatového pufru
pH 7,4 a znovu byla provedena centrifugace v centrifuze Heraeus. Vznikla peleta byla
resuspendovana v sodnofosfatovém pufru s 20 % (v/v) glycerolu, a timto byla ziskana
frakce MIT. Tato frakce obsahuje hlavné mitochondrie.

Supernatant z druhé centrifugace byl pfelit do centrifuganich kyvet pro
ultracentrifugu. Kyvety byly vioZzeny do rotoru ultracentrifugy Beckman, pfistroj byl
naprogramovan na 105000 g na 65 min. pfi 4°C. Supernatant z ultracentrifugy
Beckman tvofi frakci CYT. Tato frakce pfi pfipravé subcelularnich frakci homogenatu
tkani obsahuje pfevazné cytosol.

K peleté z 3. ultracentrifugace byl pfidan sodnofosfatovy pufr pH 7,4 a opét se
provedla centrifugace v ultracentrifuze Beckman. Supernatant byl vylit a peleta byla
resuspendovana v sodnofosfatovém pufru s 20 % (v/v) glycerolu. Takto byla ziskana
frakce MIK, ktera obsahuje pfevazné mikrosomy.

Tyto frakce byly rozpipetovany do mikrozkumavek, zmrazeny a uchovavany pfi

-80°C v hlubokomrazicim boxu.

4.2.3 BCA stanoveni bilkoviny

Metoda spogiva v reakci bilkovin s Cu?** v alkalickém prostfedi. M&d pfechazi
na Cu', ktera vytvafi v prostfedi kolem pH 10 stabilni modrofialovy komplex s BCA
(bicinchoninovou kyselinou). Intenzita zabarveni je pfimo umérna mnozstvi bilkoviny
a méfi se spektrofotometricky na pfistroji Tecan pfi 562 nm. Koncentrace bilkoviny ve

vzorku se ziskaji z kalibra¢ni pfimky.
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Byly pfipraveny roztoky:
Roztok A: NaHCO3;, Na,CO3, BCA v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4% CuSQ, - 6 H,0O
Roztok C: pfipraven smichanim 50 dill roztoku A s 1 dilem roztoku B

Kalibraéni krivka:

Jako standard se pouzil hovézi sérovy albumin (BSA). V den potieby byl
pfipraven 1 % roztok (0,5 ml 20 % BSA byl doplnén do 10 ml redestilovanou vodou).
Z tohoto zakladniho roztoku bylo nafedénim pfipraveno Sest roztoku (tab. 2), které byly

pouzity pro vytvoreni kalibracni kfivky.

Tab. 2: Pfiprava standardnich roztok(t BSA pro sestaveni kalibracni kfivky

Koncentrace BSA | Roztok 1% BSA | Destilovana voda

[ug/ml] [u] [u]
1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Jednotlivé subcelularni frakce byly pro stanoveni bilkoviny nafedény 10krat
redestilovanou vodou. Byla pfipravena dvé fedéni a z kazdého fedéni byly pfipraveny
Ctyfi paralelni vzorky, tedy osm paralelnich méfeni pro kazdou frakci.

Do kazdé jamky na mikrotitratni destiCce bylo napipetovano 10 pl vzorku
bilkoviny (roztok BSA nebo nafedéné frakce MIT, CYT, MIK) a 200 ul roztoku C. Do
prvni jamky byla napipetovana jen redestilovana voda. Slepy vzorek obsahoval misto
bilkoviny 10 ul redestilované vody. Po promichani se inkubovalo pfi 37°C po dobu 30
minut. Poté byla na spektrofotometrickém pfistroji Tecan zméfena absorbance pfi
vinové délce 562 nm proti destilované vodé. Od hodnot absorbance vzork( se odecetl

pramér hodnot absorbance slepych vzorku.
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424 In vitro sledovani metabolismu ABZ a FLU

u Haemonchus contortus

4.2.4.1 Inkubace ABZ se subcelularnimi frakcemi

Frakce MIK a MIT zkazdého kmene (ISE, IRE, WR) byly inkubovany
s albendazolem a 1 mM koenzymem NADPH. Koncentrace ABZ v reak¢ni smési byla
1 UM, 5 uM a 10 uM, pficemz od kazdé koncentrace probéhly tfi paralelni inkubace.
SoucCasné byly pfipraveny slepé chemické vzorky, které neobsahovaly biologicky

material a slepé biologické vzorky, které neobsahovaly substrat.

Inkubaéni smés obsahovala: 3 ul ABZ (0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM)
100 pl biologického materidlu (frakce MIT, MIK)
100 pl vodného roztoku NADPH
97 ul fosfatotového pufru pH 7,4

Celkovy objem reakéni smeési byl 300 uyl vkazdé mikrozkumavce.
Do oznacenych mikrozkumavek byla napipetovana uvedena mnozstvi mikrosomud nebo
mitochondrii, koenzymu a pufru pfi 0°C. Nasledné bylo pfipipetovano 3 ul albendazolu
postupné podle koncentrace. Inkubace probihala 30 min pfi 37°C.

Byly inkubovany i slepé vzorky. Ve slepych vzorcich byl biologicky material
nahrazen pufrem nebo byl substrat nahrazen DMSO. Od kazdé koncentrace substratu
byl pfipraven a inkubovan jeden slepy vzorek, ktery probéhl ve tfech paralelnich

inkubacich.

4.2.4.2 Inkubace FLU se subcelularnimi frakcemi

Frakce CYT z kazdého kmene (ISE, IRE, WR) byly inkubovany s flubendazolem
a 1 mM koenzymem NADPH. Koncentrace FLU v reakéni smési byla 1 uM, 5 yM a 10
MM, pficemz od kazdé koncentrace probéhly tfi paralelni inkubace. Sou€asné byly
pripraveny slepé chemické vzorky, které neobsahovaly biologicky material a slepé

biologické vzorky, které neobsahovaly substrat.

Inkubaéni smés obsahovala: 3 pl FLU (0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM)
100 pl biologického materialu (frakce CYT)
100 pl vodného roztoku NADPH
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97 ul fosfatotového pufru pH 7,4

Celkovy objem reakéni smési byl 300 pl vkazdé mikrozkumavce.
Do oznaCenych mikrozkumavek byla napipetovana uvedena mnozZstvi cytosolu,
koenzymu a pufru pfi 0°C. Nasledné bylo pfipipetovano 3 pl flubendazolu postupné
podle koncentrace. Inkubace probihala 30 min. pfi 37°C.

Byly inkubovany i slepé vzorky. V slepych chemickych vzorcich byl biologicky
material nahrazen pufrem. Od kazdé koncentrace substratu byl inkubovan jeden slepy
vzorek, ktery probéhl ve tfech paralelnich inkubacich. Byl také inkubovan slepy
biologicky vzorek, ve kterém byl substrat nahrazen DMSO. Od kazdého kmene byl

inkubovan jeden slepy biologicky vzorek, ktery probéhl ve tfech paralelnich inkubacich.

4.2.4.3 Extrakce

Inkubace byla ukon€ena ochlazenim reakéni smési na 0°C a pfidanim 30 pl
koncentrovaného amoniaku. Ke smési bylo pfipipetovano 700 pl octanu ethylnatého
a intenzivné tfepano 2 minuty na tfepacce. Mikrozkumavky byly vlozeny do centrifugy.
Centrifugace probihala 3 minuty pfi 5000 ota¢kach za minutu. Potom bylo 600 ul
organické faze odebrano do pfipravené vialky a extrakt odpafen v koncentratoru.
Suché vzorky byly oznaeny a uschovany v chladu a temnu, a potom vyhodnoceny
pomoci HPLC.

4.2.5 Ex vivo sledovani metabolismu FLU u Haemonchus

contortus

4.2.5.1 Ex vivo inkubace Haemonchus contortus s FLU

TFi kmeny (ISE, IRE, WR) Haemonchus contortus izolované ze slezu ovce byly
tfikrat promyty pufrem PBS a nasledné dvakrat promyty pufrem PBS s antibiotiky. Do
mikrozkumavek bylo viozeno vzdy 20 kusU H. contortus s kouskem sterilni gazy a 1,5
ml média RPMI. H. contortus byl preinkubovan v médiu v CO, inkubatoru 60 min pfi
37°C.

Po skonceni preinkubace bylo odpipetovano médium a pfidano 1,5 ml média
s FLU. Byly pfipraveny dvé koncentrace FLU (1 pM, 10 pyM), pficemz od kazdé

koncentrace probéhly 2 paralelni inkubace (u kmene IRE 4 paralelni inkubace).
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SoucCasné byly pfipraveny slepé biologické vzorky, které vznikly pfidanim 1,5 ml
roztoku média s DMSO k 20 Haemonchus contortus a slepé chemické vzorky, které
neobsahovaly H. contortus, ale pouze médium s FLU. Inkubace probihala v CO,
inkubatoru 24 hod. pfi 37°C.

Po skonceni inkubace bylo z kazdé mikrozkumavky odebrano tfikrat 300 pl
média s FLU a napipetovano do tfech novych mikrozkumavek. TotéZz se provedlo
u slepych vzorku.

Zbylé vlasovky v mikrozkumavkach byly promyty redestilovanou vodou
anasledné byla provedena homogenizace za snizené teploty ve sklenéném
homogenizatoru s rotujicim teflonovym pistem a sonikace ultrazvukovym
homogenizatorem (Sonopuls). Z tohoto homogenatu bylo odebrano dvakrat 300 pl

do dvou novych mikrozkumavek.

4.2.5.2 Extrakce

Do prvnich paralelnich vzork(l bylo pfidano 30 yl amoniaku a 700 pl octanu
ethylnatého a intenzivné tfepano 2 minuty na tfepacce. Mikrozkumavky byly vioZzeny
do centrifugy. Centrifugace probihala 3 minuty pfi 5000 otackach za minutu. Nasledné
byla organicka faze odebrana do pfipravené vialky a extrakt odparen v koncentratoru.
Postup u druhého a tfetiho paralelniho méfeni byl stejny, ale organicka faze byla
pfenesena vzdy do prvnich vialek, ve kterych jiz byl odpafen extrakt z prvnich
paralelnich vzorku.

Extrakce u vzork(li s homogenatem probéhla stejnym zpusobem, jako u vzorku
s médiem. Organicka faze z druhého paralelniho méfeni byla pfenesena do prvnich
vialek, ve kterych jiz byl odpafen extrakt z prvniho paralelniho méfreni. Suché vzorky

byly oznageny a uschovany v chladu a temnu, a potom vyhodnoceny pomoci HPLC.

4.2.6 Stanoveni aktivity redukénich biotransformacénich

enzymu

4.2.6.1 Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Stanoveni aktivity redukénich enzymu je zaloZzeno na proméfeni poklesu
absorbance zplUsobeném pieménou NADPH na NADP® ve vzorku pii 340 nm

za laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorp&niho
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koeficientu NADPH/NADP" € = 6270 M'cm™ Ize kvantitativné vyjadFit aktivitu reduktas.
Jednotka enzymové aktivity (U) je definovana jako oxidace 1 pmol NADPH/min pfi
25°C (Ohara et. 1995, Kawamura et al. 1999, Felsted et al. 1979, Penning et al. 1984).

Reaké&ni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M, pH 6,0)
10 pl substratu (1 mM — zasobni roztok 0,1 M)
10 pl NADPH (0,1 mM — zasobni roztok 10 mM)
50 pl enzymu (frakce CYT kmene ISE, IRE, WR)

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1000 pl. Zasobnim roztokem
substratu byl 0,1 M vodny roztok metyraponu (Mr = 226).

Po pfidani kazdé slozky byla kyveta uzaviena parafinem a smés byla
nékolikerym pfevracenim kyvety promichana. Spektrofotometr Helios 3 byl vynulovan
na slepy vzorek, ktery obsahoval pouze prvni tfi slozky (bez enzymu). Reakce byla
odstartovana pfidanim enzymu (nutno smés promichat). Absorbance byla méfena na
spektrofotometru Helios B pfi 340 nm vzdy v ase 0 minut a4 minuty. Stanoveni

aktivity reduktas metyraponu bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.

4.2.6.2 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu (pH 6.,0)

Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu je zalozeno na proméreni poklesu
absorbance zplUsobeném pieménou NADPH na NADP® ve vzorku pfi 340 nm

za laboratorni teploty (25°C).

Reaké&ni smés v kyveté: 930 pl draselno-fosfatového pufru (0,1 M, pH 6,0)
10 pl substratu (0,01 mM — zasobni roztok 1 mM)
10 pl NADPH (0,1 mM — zasobni roztok 10 mM)
50 ul enzymu (frakce CYT kmene ISE, IRE, WR)

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1000 pl. Zasobnim roztokem
substratu byl 1 mM vodny roztok daunorubicinu (Mr = 564).

Po pfidani jedné ze slozek byla kyveta uzaviena parafinem a smés byla
nékolikerym pFevracenim kyvety promichana. Spektrofotometr Helios B byl vynulovan
na slepy vzorek, ktery obsahoval pouze prvni tfi slozky (bez enzymu). Reakce byla
odstartovana pfidanim enzymu (nutno smés promichat). Absorbance byla méfena na
spektrofotometru Helios B pfi 340 nm vzdy v ¢ase 0 minut a 4 minuty. Stanoveni

aktivity reduktas daunorubicinu bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.
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4.2.6.3 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu (pH 8,5)

Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu je zalozeno na proméreni poklesu
absorbance zplsobeném pfeménou NADPH na NADP® ve vzorku pii 340 nm

za laboratorni teploty (25°C).

Reakéni smés v kyveté: 930 pl TRIS-HCI pufru (0,2 M, pH 8,5)
10 pl substratu (0,01 mM — zasobni roztok 1 mM)
10 pl NADPH (0,1 mM — zasobni roztok 10 mM)
50 ul enzymu (frakce CYT kmene ISE, IRE, WR)

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1000 pl. Zasobnim roztokem
substratu byl 1 mM vodny roztok daunorubicinu (Mr = 564). Pro stanoveni byl pouzit
TRIS-HCI pufr (0,2 M, pH 8,5).

Po pfidani kazdé slozky byla kyveta uzavifena parafinem a promichana. TRIS-
HCI pufr, substrat a NADPH tvofily slepy vzorek, na ktery byl spektrofotometr Helios 3
vynulovan. Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu (nutno smés promichat).
Absorbance byla méfena na spektrofotometru Helios B pfi 340 nm vzdy v ¢ase 0 minut
a 4 minuty. Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu bylo provedeno ve tfech

paralelnich vzorcich.

4.2.6.4 Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu

Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu je zalozeno na proméfeni
poklesu absorbance zplsobeném pfemé&nou NADPH na NADP™ ve vzorku pfi 340 nm
za laboratorni teploty (25°C).

Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M, pH 6,0)
10 ul substratu (10 mM — zasobni roztok 1 M)
10 pl NADPH (0,3 mM — zasobni roztok 30 mM)
50 pl enzymu (frakce CYT, MIT, MIK vSech tfi kmenu)

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1000 pl. Zasobnim roztokem
substratu byl 1 M roztok DL-glyceraldehydu (Mr = 90,08) v dimethylsulfoxidu.
Po pfidani kazdé slozky byla kyveta uzaviena parafinem a promichana.

Draselno-fosfatovy pufr, substrat a NADPH tvofily slepy vzorek, na ktery byl
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spektrofotometr Helios B vynulovan. Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu
(nutno smés promichat). Hodnoty absorbance byly odecitany pfi 340 nm v Case
0 minut a 4 minuty. Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu bylo provedeno ve

tfech paralelnich vzorcich.

4.2.6.5 Stanoveni aktivity reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu

Stanoveni aktivity reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu je zalozeno na proméfeni
poklesu absorbance zpisobeném pfeménou NADPH na NADP* ve vzorku pfi 340 nm

za laboratorni teploty (25°C).

Reakéni smés v kyveté: 970 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M, pH 6,0)
10 ul substratu (1 mM — zasobni roztok 0,1 M)
10 ul NADPH (0,1 mM — zasobni roztok 10 mM)
10 pl enzymu (frakce CYT, MIT, MIK vSech tfi kmena)

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1000 pl. Zasobnim roztokem
substratu byl 0,1 M vodny roztok 4-pyridinkarboxaldehydu (Mr = 107,11 g/mol, 1,122
glcm?®).

Po pfidani kazdé slozky byla kyveta uzaviena parafinem a promichana.
Spektrofotometr Helios B byl vynulovan na slepy vzorek, ktery obsahoval pouze prvni
tfi slozky (bez enzymu). Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu (nutno smés
promichat). Hodnoty absorbance byly odecitany pfi 340 nm v ¢ase 0 minut a 4 minuty.
Stanoveni aktivity reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu bylo provedeno ve tfech

paralelnich vzorcich.

Ziskané rozdily absorbanci v ¢ase 0 a 4 minuty u vySe uvedenych enzymu byly
prevedeny na zmény absorbanci za 1 minutu. Aktivita byla vypoctena podle vzorce:
a=(A/¢)*V*D/1 [nmol/min]
a....... aktivita
A... absorbance
Euvnrnn. molarni absorpéni koeficient NADPH/NADP* (¢ = 6270 M'cm™)
V... objem reakéni smési v kyveté

D....... zifedéni

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coZ je specificka aktivita

enzymu a [nmol/min/mg].
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4.2.6.6 Stanoveni aktivity dehydrogenas acenaftenolu

Stanoveni aktivity acenaftenoldehydrogenasy spoc€iva v méfeni pfirGstku
absorbance zplsobeném pfeménou NADP® na NADPH ve vzorku pii 340 nm
za laboratorni teploty (25°C). Sou€asné dochazi k oxidaci acenaftenolu. Pro stanoveni

byl pouzit spektrofotometr Perkin Elmer LS 50B.

Reakéni smés v kyveté: 930 pl TRIS-HCI pufru (0,1 M, pH 8,9)
10 ul acenaftenolu (1,5 mM — zasobni roztok 0,15 M)
10 pl NADP” (1 mM — zasobni roztok 0,1 M)
50 ul enzymu (frakce CYT kmene ISE, IRE, WR)

Standardni pfidavek: 10 ul NADPH v TRIS-HCI pufru (0,1 M, pH 8,9)
Parametry: excitace: 340 nm
emise: 480 nm

doba inkubace: 180 s

Celkovy objem v kyveté byl 1000 pl. Pro stanoveni byl pouzit TRIS-HCI pufr (0,1
M, pH 8,9). Zasobnim roztokem substratu byl 0,1 M roztok acenaftenolu (Mr = 170,2
g/mol) v dimethylsulfoxidu. TRIS pufr, NADP" a frakce tvofily slepy vzorek (bez
acenaftenolu). Napipetovanim pufru, substratu a cytosolu do kyvety bylo spusténo
méfeni. V 50. sekundé byl pfipipetovan koenzym NADP®, ktery nastartoval reakci.
V 150. sekundé byl pfidan standardni pfidavek NADPH a méfeni bylo ukonéeno v 180.
sekundé.

Pomoci programu byly odecteny hodnoty intenzity fluorescence na zacatku
a na konci pfidavku NADPH. Pro vypocet byla zjiSténa také smérnice pfimky.

Aktivita enzymu byla vypoctena podle vzorce:

. k.n.D 60
B—-A4

a.... aktivita [nmol/min/ml]
Koo smérnice pfrimky
A..... intenzita fluorescence na zacatku pfidavku NADPH
B..... intenzita fluorescence na konci pfidavku NADPH
n... latkové mnozstvi standardniho pfidavku v 1 ml
D........ zfedéni cytosolu v reakéni smési
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60....... pFepocet na minuty

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coz je specificka aktivita

enzymu a [nmol/min/mg].

4.2.6.7 Stanoveni redukcni aktivity pomoci oracinu

Metoda je zaloZena na inkubaci cytosolu vSech tfi kmenu ISE, IRE a WR
s oracinem. Nasledné byla provedena extrakce a HPLC stanoveni metabolitu

dihydrooracinu.

Inkubacni smés o celkovém objemu 300 ul obsahovala:
= 100 pl 1 mM oracinu
= 50 ul 0,1 M sodnofosfatového pufru pH 7,4
= 100 pl 3 mM vodného roztoku NADPH
= 50 pl frakce CYT vSech tfi kmenu ISE, IRE, WR

Do oznacenych mikrozkumavek byly napipetovany prvni tfi slozky a tato smés
byla preinkubovana 5 minut pfi 37°C. Nasledné bylo do mikrozkumavek pfipipetovano
50 ul frakce CYT a reakéni smés byla promichana. Soucasné byly vytvoreny i slepé
vzorky. V slepém chemickém vzorku byla frakce nahrazena 50 pl sodnofosfatového
pufru. Slepy biologicky vzorek obsahoval misto oracinu 100 pl redestilované vody.
Z kazdého kmene byl inkubovan jeden slepy vzorek. VSechny vzorky probéhly ve tfech
paralelnich inkubacich.

Inkubace pfi 37°C byla ukon&ena po 30 minutach viozenim inkubacni smési do
ledové lazné a pfidanim 30 pyl amoniaku. Ke smési bylo pfipipetovano 700 pl octanu
ethylnatého a intenzivné tfepano 2 minuty na tfrepacce. Mikrozkumavky byly vlozeny do
centrifugy. Centrifugace probihala 3 minuty pfi 5000 otackach za minutu. Potom byla
horni vrstva odebrana do pfipravené vialky a extrakt odpafen v koncentratoru. Suché
vzorky byly oznaCeny a uschovany v chladu a temnu, a potom vyhodnoceny pomoci
HPLC.

Vypocet aktivity byl proveden na zakladé mnozstvi dihydrooracinu ve vzorku,
byla zohlednéna doba inkubace a zfedéni. Aktivita byla vypoctena podle vzorce:

a=(x/30)*D [nmol/min/ml]

a...... aktivita

Xooonn mnoZzstvi dihydrooracinu ve vzorku

30.... doba inkubace
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D...... zredéni

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coz je specificka aktivita

enzymu a [nmol/min/mg].

4.2.7 Stanoveni aktivity oxidaénich enzymu

4.2.7.1 Stanoveni aktivity peroxidasy pomoci o-fenylendiaminu
dihydrochloridu (OPD)

Aktivita peroxidasy byla stanovena oxidaci o-fenylendiaminu. Vznikly 2,2°-
diaminoazobenzen byl stanoven spektrofotometricky na pfistroji Tecan pfi 490 nm.
Reakce probihala v pfitomnosti peroxidu vodiku.

Pro stanoveni byl pouzit TRIS-HCI pufr (50 mM, pH 8,0) s 0,1 % Tritonem X-
100. 5,86 ul H,0,29 % bylo rozpusténo v 50 ml TRIS pufru. 10 ml z tohoto roztoku bylo
odebrano pro rozpusténi 18,11 mg substratu OPD. Frakce CYT, MIT, MIK (ISE, IRE,
WR kmene) bylo potifeba pfed pouzitim nafedit fosfatovym pufrem v poméru 1 : 4. Do
kazdé jamky na mikrotitraéni desti¢ce bylo napipetovano 50 pl zfedénych frakci, a poté
multikanalovou pipetou bylo pfipipetovano 50 pl roztoku substratu OPD v TRIS pufru
s H,O,. Slepy vzorek obsahoval misto frakce 50 pl fosfatového pufru. VSechny vzorky
probéhly ve Ctyfech paralelnich inkubacich. Do prvni jamky byla napipetovana jen
redestilovana voda.

Inkubace pfi 37°C byla ukon€ena po 30 minutach pfidanim 25 pyl 4 M H,SO,.
Absorbance byla zméfena na pfistroji Tecan pfi 490 nm proti destilované vodé.
Od hodnot absorbance vzorkd se odecetl primér hodnot absorbance slepych vzorkd.
Pro vypodet aktivity enzymu byl pouZit extinkéni koeficient € = 1,1 mM'cm™.

Aktivita enzymu byla vypoctena podle vzorce:

a=(A/&*1000) *V *D /30 [nmol/min]

a....... aktivita
A... absorbance
Euvrrnn extinkéni koeficient pro 2,2 -diaminoazobenzen (1,1 mM™'cm™)

V... objem reakéni smési v jamce na mikrotitraéni destic¢ce
D....... zfedéni
30..... doba inkubace (min)
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Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coZ je specificka aktivita

enzymu a [nmol/min/mg].

4.2.7.2 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Metoda je zaloZzena na pfeméné WST-1 (water-soluble tetrazolium salt)
na WST-1 formazan, ktery je zbarveny v disledku redukce superoxidovym aniontem.
Superoxiddismutasa katalyzuje pfeménu superoxidového aniontu (O,”) na peroxid
vodiku a kyslik. SOD tedy inhibuje pfemé&nu WST-1 na WST-1 formazan. Vznikly WST-
1 formazan byl stanoven spektrofotometricky pfi 450 nm. Inhibiéni aktivita SOD je
vyjadfena sniZzenim barevnosti.

Pro stanoveni aktivity SOD byly pouzity Kity — WST roztok, roztok enzymu
SOD, roztok pufru a zfedény pufr.

WST pracovni roztok: 1 ml WST roztoku byl smichan s 19 ml roztoku pufru

Pracovni roztok s enzymem: 15 ul roztoku enzymu bylo smichano s 2,5 ml

zfedéného pufru

Roztok vzorku: 20 pl frakce CYT, MIK, MIT (z ISE, IRE, WR kmene),
200 ul WST pracovniho roztoku, 20 pl pracovniho

roztoku s enzymem

Slepy vzorek I: 20 pl destilované vody, 200 yl WST pracovniho

roztoku, 20 ul pracovniho roztoku s enzymem

Slepy vzorek Il: 20 pl frakce CYT, MIK, MIT (z ISE, IRE, WR kmene),
200 yl WST pracovniho roztoku, 20 ul zfedéného
pufru

Slepy vzorek IlI: 20 pl destilované vody, 200 pyl WST pracovniho

roztoku, 20 ul zfedéného pufru

Do kazdé jamky na mikrotitraéni destiCce byly napipetovany jednotlivé slozky
podle rozpisu. Mikrotitracni desti¢ka byla inkubovana pfi 37°C po dobu 20 minut. Po
ukonceni inkubace byla ihned zméfena absorbance na spektrofotometru Tecan pfi 450

nm. Kazdému vzorku obsahujicimu 20 ul frakce odpovidal jeden slepy vzorek II.
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VSechny vzorky probéhly ve d&tyfech paralelnich inkubacich. Slepé vzorky | a lll
probéhly v osmi paralelnich méfenich. Do prvni jamky byla napipetovana jen
redestilovana voda.

Aktivita enzymu neboli jeji inhibiéni podil v % byl vypocten podle vzorce:

a= { [ (Ablank1 = Ablank3) - (szorek' Ablank2) ] / (Ablank1 - Ablank3) } * 100 (Cyo)

4.2.8 Stanoveni aktivity katalasy

Stanoveni aktivity katalasy je zalozeno na pouziti fluorescenéniho substratu

odvozeného od europium-tetracyklinu.

Roztok | (10 mM Mops pufr) - navazka 1,15 g Mops sodné soli byla rozpusténa

v 400 ml destilované vody, pomoci 1 M HCI bylo pH upraveno na 6,9, pufr byl nasledné

doplnén destilovanou vodou na 500 ml.

Roztok Il (6,3 mM roztok Eu®*) - navazka 115,3 mg EuCl; - 6H,O byla

rozpusténa v 50 ml Mops pufru.

Roztok Il (2,1 mM roztok tetracyklinu) - navazka 50,5 mg tetracyklinu

hydrochloridu byla rozpusténa v 50 ml Mops pufru.

Roztok IV (EuTc standard) - 10 ml roztoku Il bylo smichano s 10 ml roztoku lll,

a poté rozpusténo ve 100 ml Mops pufru.

Roztok V (katalasa) - 100 pl roztoku katalasy z hovézich jater (1 277500 j/ml)

bylo rozpusténo v 10 ml Mops pufru, pozdéji nafedéno na poZzadovanou koncentraci.

MikrotitraCni desticka byla zahfana na 30°C. Do kazdé jamky na mikrotitracni
destiCce bylo napipetovano 65 pl roztoku IV, 20 pl 5 mM vodného roztoku H,O,
a 165 ul Mops pufru. Po promichani se nechala destiCka stat po dobu 10 minut. Po 10
minutach se pfidalo 10 pl frakce CYT, MIK, MIT. Kazdy vzorek probihal ve &tyfech
paralelnich méfenich. Do sedmi paralelnich slepych vzorkd bylo misto frakce

napipetovano 10 ul sodnofosfatového pufru o pH 7,4. Zaroven bylo pfipraveno osm
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paralelnich vzork( standardu katalasy, kde bylo napipetovano 10 ul roztoku katalasy.
Desti¢ka byla inkubovana pfi 37°C po dobu 30 minut.

Fluorescence byla méfena v pfistroji Tecan pfi maximalni excitaéni vinové
délce 378 nm a maximalni emisni vinové délce 613 nm. Od hodnot absorbance vzorku
a standardu katalasy se odecetl primér hodnot absorbance slepych vzorkud. Aktivita
katalasy byla vypocétena podle standardu katalasy. Standard katalasy obsahoval
50 jednotek/ml. 10 pl standardu katalasy pipetovanych do jamek tedy obsahoval
0,5 jednotek. Na zakladé toho se vypocitalo, kolik jednotek obsahoval vzorek frakce.
Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coz je specificka aktivita enzymu

a [pmol/min/mag].

4.2.9 Stanoveni aktivity konjuga¢nich enzymu

4.2.9.1 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Princip metody je zalozen na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-2,4-
dinitrophenylglutathionu za minutu pfi pouziti substratu 0,1 M 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenu a 0,1 M redukovaného glutathionu (GSH) a enzymové katalyzy

glutathion-S-transferasy.

Reakéni smés:
] Substrat: 10 yl 0,1 M 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (Mr = 202,56 g/mol),
navazka 30,4 mg byla rozpusténa v 1,5 ml 95 % ethanolu.
" Konjugacéni Cinidlo: 10 pl 0,1 M GSH (Mr = 307,33 g/mol), navazka 46,1 mg
byla rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody.
. 0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 6,5
] 5 — 20 ul frakce CYT vSech tfi kmena ISE, IRE, WR

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1000 ul. Nejdfive byl napipetovan
pufr, glutathion a cytosol, smés byla protfepana na tfepacce, a poté byl pfipipetovan
substrat 1-chloro-2,4-dinitrobenzen. Smés byla promichana a ihned méfena na UV-VIS
spektrofotometru Helios . Sledoval se narlst absorbance pfi 340 nm. Byly méfeny
3 paralelni vzorky. Spektrofotometr Helios B byl vynulovan na slepy vzorek, ktery
obsahoval pufr, glutathion a cytosol (bez substratu). Pfi hodnoté absorbance nad 0,800

bylo potfeba frakce CYT nafedit.
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Sledoval se pribéh linearity méfeni a hodnota absorbance byla odectena
v Case 0, a poté po 60, 120, 180 sekundach. Pro vypocet aktivity enzymu byl pouzit
rozdil absorbanci naméfenych v 60. a 180. sekundach. Od tohoto rozdilu byla
odectena pramérna hodnota absorbance slepého vzorku. Pro vypocet aktivity enzymu
byl pouzit extinkéni koeficient € = 9,6 mM'cm™.

Aktivita enzymu byla vypoc&tena podle vzorce:

a=(A/¢g)*V*D [nmol/min]

a..... aktivita

A..... absorbance

Eerennn. extinkéni koeficient pro S-2,4-dinitrofenylglutathion (9600 M'cm™)

V... objem reakéni smési v kyveté

D....... zredéni

Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny, coz je specificka aktivita

enzymu a [nmol/min/mg].

4.2.9.2 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

a UDP-qlucosyltransferasy (UGIcT)

Princip metody je zaloZzen na spektrofotometrickém stanoveni premény p-

nitrofenolu na p-nitrofenolglukuronid za enzymové katalyzy UGT.

Reakéni smés:

" Substrat: 30 ul p-nitrofenol (0,556 mM), navazka 1,16 mg byla rozpusténa
v 15,00 ml redestilované vody pomoci ultrazvuku. Ve 100 ul reakéni smési
je 0,0167 umol p-nitrofenolu.

" Konjugacéni Cinidlo pro UGT: 30 ul UDP-glukuronova kyselina, navazka 1,05
mg byla rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody.

" Konjugacéni ¢Cinidlo pro UGIcT: 30 ul UDP-glukdza, navazka 1,006 mg byla
rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody.

. 30 pl TRIS-HCI pufr pH 7,4

. 10 pl enzymu (mikrosomy a mitochondrie kmene ISE, IRE, WR)

" Detergent: neionogenni detergent Slovasol pro aktivaci UGT a UGIcT,
pipetovany objem k biologické frakci byl vypocten podle koncentrace

proteinu ve vzorku, pomér detergent : protein (w/w) 1 : 2
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Ze znamych hodnot koncentrace proteinu se vypoc€italo mnozstvi detergentu,
ktery byl pfidan k frakcim MIK a MIT. 100 pl rozmrazeného vzorku frakce se inkubovalo
s roztokem detergentu pfi 4°C po dobu 20 minut. Reakéni smés byla pfipravena
do mikrozkumavek, které byly vioZzeny do ledové Iazné. Bylo pfipraveno pét paralelnich
vzorkl a tfi paralelni slepé vzorky (bez UDP-GA, resp. bez UDP-GIc). Do
mikrozkumavek byl napipetovan TRIS pufr, p-nitrofenol, UDP-GA (resp. UDP-GlIc)
a reakce byla zahajena pfidanim frakce MIK nebo MIT (ze vSech tfech kmenu ISE,
IRE, WR) s detergentem. Uzaviené mikrozkumavky byly promichany a inkubovaly se
pfi 37°C 20 minut. Reakce byla ukon&ena po 20 minutach viozenim mikrozkumavek do
ledové 1azné a pfidanim 50 pl kyseliny trichloroctové. Poté byl deproteinizovany roztok
centrifugovan 3 minuty pfi 5000 ot./min. 50 pl supernatantu se pfidalo k50 pyl 1 M
NaOH jiz pfipraveného v jamkach mikrotitracni destiCky a po zabarveni se zméfila na
pFistroji Tecan absorbance nezreagovaného p-nitrofenolu pfi 415 nm. Hodnota
absorbance vzorku se odecetla od praméru hodnot absorbance slepych vzorka.

Pro vypocet aktivity enzymu bylo pouzito stanoveni 100 % p-nitrofenolu. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 30 ul p-nitrofenolu, 30 ul TRIS pufru, 40 pl
redestilované vody, 50 ul kyseliny trichloroctové. Po promichani bylo odebrano 50 pl
této smési a pfidano k50 pyl 1 M NaOH jiz pfipraveného v jamkach mikrotitracni
desti¢ky. Na spektrofotometru Tecan byla zméfena absorbance péti paralelnich vzorki
100 % p-nitrofenolu. Z prGméru hodnot absorbance 100 % p-nitrofenolu bylo
vypocitano % nezreagovaného p-nitrofenolu ve vzorcich s biologickym materialem.

Hodnota aktivity enzymu byla vztazena na 1 mg bilkoviny, cozZ je specificka

aktivita enzymu a [nmol/min/mg].
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni koncentrace bilkovin

Koncentrace  bilkoviny v jednotlivych  cytosolickych,  mikrosomalnich
a mitochondridlnich frakcich byla stanovena pomoci metody BCA (viz. Kapitola 4.2.3).
Nejdfive byla sestavena kalibraéni kfivka pomoci standardniho roztoku hovéziho

sérového albuminu.

Kalibrac¢ni kfivka:

konc. pg/mi 0 200 400 600 800 1000
absorbance 0 0,1509 0,2835 0,4411 0,5624 0,6883
0,7 - .
y = 0,000703x
0.6 1 R? = 0,997904
0,5 -
) *
2 04
3
S 03
Ke)
<
0,2
0,1
0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
koncentrace

Obr. 9: Kalibraéni pfimka pro stanoveni koncentrace bilkoviny

Od namérfenych hodnot absorbance vzorku byla odeétena absorbance slepého
vzorku. Hodnoty koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich byly vypocCitany ze

smeérnice pfimky (tab. 3).
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Tab. 3: Koncentrace bilkoviny ve frakci MIK, CYT, MIT ziskanych z H. contortus
(rovnice kalibrani pfimky je y = 0,000703x)

Kmen ISE IRE WR
Frakce MIK | CYT | MIT | MIK | CYT | MIT | MIK | CYT | MIT
Konc. bilkoviny 3,10 |1 4,11 |1 4,72 3,33 | 3,43 | 3,96 | 4,76 | 5,83 | 5,54
[mg/mi]* £ + + + + + + + + +
smérodatna odchylka | 0,18 | 0,24 | 0,30 | 0,10 | 0,22 | 0,14 ] 0,21 | 0,27 | 0,31

* pramér hodnot z osmi méfeni

oISE BIRE OWR

koncentrace bilkoviny
[mg/ml]

o =~ N W B~ 00O
I

MIK CYT MIT
frakce

Obr. 10: Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich

5.2 In vitro sledovani metabolismu ABZ a FLU

u Haemonchus contortus

5.2.1 Inkubace ABZ se subcelularnimi frakcemi

Oxidaci ABZ na ABZSO Kkatalyzuji pfedevS8im jaterni mikrosomalni oxidasy
(Virkel et al. 2004). Proto nebyla v tomto méfeni pouzita frakce CYT. Frakce MIK a MIT
z kazdého kmene (ISE, IRE, WR) byly inkubovany s albendazolem a 1 mM
koenzymem NADPH. Koncentrace ABZ v reakéni smési byla 1 uM, 5 uM a 10 uM,
pficemz od kazdé koncentrace probéhly tfi paralelni inkubace. Souc€asné byly
pfipraveny slepé chemické vzorky, které neobsahovaly biologicky material (viz Kapitola
4.24.1). HPLC analyzou bylo stanoveno mnozstvi metabolitd albendazolu

v mikrosomalnich a mitochondrialnich frakcich. Pomoci znamych molekulovych
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hmotnosti metabolitd a koncentraci bilkovin v daném biologickém materialu byla

vypocitana specificka aktivita enzymu (pmol/min/mg).

Ve frakcich byl nalezen jak albendazolsulfoxid (ABZSO), tak albendazolsulfon

(ABZSO,). Hodnoty uvedené v tabulce 4 a 5 jsou aritmetickym prameérem ze tfi méreni

+ smérodatna odchylka.

Tab. 4: Biotransformace ABZ pfi inkubaci mikrosomalnich frakci vlasovky s ABZ (1 uM,

5 uM, 10 uM)
Frakce MIK
Kmen ISE IRE WR
1M 1,38 £ 0,20 1,06 £ 0,11 1,57 +0,73
Specificka ABZSO | 5uM 3,33+0,87 2,06 £ 0,36 3,35+0,67
aktivita 10 uM 7,90 £ 0,09 3,63 +1,65 5,39 £ 0,23
[pmol/min/mg] 1 uM ND ND ND
ABZSO, | 5uM | 0,008 £ 0,004 ND 0,0006 + 0,0003
10 yM | 0,014 £ 0,006 | 0,0005 + 0,0006 0,005 £ 0,001

Tab. 5: Biotransformace ABZ pfi inkubaci mitochondrialnich frakci vlasovky s ABZ
(1 uM, 5 pM, 10 uM)

Frakce MIT
Kmen ISE IRE WR
1uM | 3,260,111 2,43 + 0,46 2,27 + 0,94
ABZSO [s5um | 937+481 414 1,12 8,96 + 1,68
Specificka 10uM | 1107+289 | 11,39+ 1,90 8,03 + 1,93
aktivita
[pmol/min/mg] 1uM | 0,016£0,009 | 0,005+0003 | 0,005z 0,001
ABZSO, | 5uM | 0,015+0,006 | 0,006+0,003 | 0,011+ 0,004
10uM | 0,019£0,012 | 0021+0014 | 0,009+ 0,004
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ISE —=—IRE WR

0 T T T 1

0 2,5 5 7,5 10
koncentrace ABZ [uM]

specificka aktivita ve frakci MIK
[pmol/min/mg]
N

* signifikantni rozdil vaéi ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 11: Porovnani specifické aktivity oxidace ABZ na ABZSO v jednotlivych kmenech
H. contortus pfi riznych koncentracich ABZ ve frakci MIK

Porovnanim aktivit oxidas ABZ na ABZSO v jednotlivych kmenech vlasovky ve
frakci MIK bylo zjisténo, Ze nejvétsi specificka aktivita enzyma je pfi koncentraci ABZ

v v

vyznamné.

ISE —=—IRE WR

. e

0 T T T 1

0 2,5 5 7,5 10
koncentrace ABZ [uM]

specificka aktivita ve frakci MIT
[pmol/min/mg]
»

Obr. 12: Porovnani specifické aktivity oxidace ABZ na ABZSO v jednotlivych kmenech

H. contortus pfi riznych koncentracich ABZ ve frakci MIT
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Porovnanim aktivit oxidas ABZ na ABZSO v jednotlivych kmenech vlasovky ve

enzymU v WR kmeni. Rozdily jsou statisticky nevyznamné.

ISE —=—IRE WR
X
= 0012
o
4
E L)
< o
@ £ 0,009 -
© =
2 § 0,006
-t o -
% E
w &
S
£ 0,003 -
o
Q
)
0 re : o— : —
0 2,5 5 7,5 10
koncentrace ABZ [uM]

Obr. 13: Porovnani specifické aktivity oxidace ABZ na ABZSO, v jednotlivych kmenech
H. contortus pfi riznych koncentracich ABZ ve frakci MIK

ABZSO; nebyl nalezen v mikrosomalnich frakcich pfi koncentraci ABZ 1 uM
v zadném kmeni H. contortus a pfi koncentraci 5 yM v IRE kmeni. Rozdil mezi kmeny

neni statisticky vyznamny.

ISE —=—IRE WR
0,02 ~

0,015 -
. 0,01 -

0,005 - n\_/'/
0 ‘ ‘ ‘ ‘

0 2,5 5 7,5 10
koncentrace ABZ [uM]

specificka aktivita ve frakci
MIT [pmol/min/mg]

Obr. 14: Porovnani specifické aktivity oxidace ABZ na ABZSO, v jednotlivych kmenech
H. contortus pfi riznych koncentracich ABZ ve frakci MIT
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Porovnanim aktivit oxidas ABZ na ABZSO, v jednotlivych kmenech vlasovky ve

frakci MIT bylo zjisténo, ze pfi koncentraci ABZ 10 uM je nejvétsi specificka aktivita

e

5.2.2 Inkubace FLU se subcelularnimi frakcemi

Podle vysledkll z experimentl provadénych rdznymi autory, dochazi k redukci
FLU jen v cytosolické frakci a jen za pouZziti koenzymu NADPH (Cvilink et al. 2008a).
Proto byla vybrana pro toto méfeni jen frakce CYT z kazdého kmene (ISE, IRE, WR).
Frakce byly inkubovany s flubendazolem a 1 mM koenzymem NADPH. Koncentrace
FLU vreakéni smési byla 1 uM, 5 yM a 10 pM, pficemz od kazdé koncentrace
probéhly tfi paralelni inkubace. Soucasné byly pfipraveny slepé chemické vzorky, které
neobsahovaly biologicky material a slepé biologické vzorky, které neobsahovaly
substrat (viz Kapitola 4.2.4.2). HPLC analyzou bylo stanoveno mnozstvi metabolit(
flubendazolu v cytosolickych frakcich. Pomoci znamych molekulovych hmotnosti
metabolitd a koncentraci bilkovin v daném biologickém materialu byla vypocitana
specificka aktivita enzymu (pmol/min/mg).

Ve frakcich byl nalezen jen redukovany flubendazol (FLU-R). Ve slepych
vzorcich nebyla zaznamenana zadna aktivita. Hodnoty uvedené v tabulce 6 jsou

aritmetickym pramérem vysledk( méfeni + smérodatna odchylka.

Tab. 6: Biotransformace FLU pfi inkubaci cytosolu s FLU (1 uM, 5 uM, 10 uM)

Frakce CYT
Kmen ISE IRE WR
Specificka 1M ND ND ND
aktivita 5uM | 0,099+0 | 0,063+0,004| 0,046 0,011
[pmolimin/mg] 44" 0,14 0,15+ 0,046 | 0,073 + 0,006
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O ISE B IRE OWR

0,18 |
0,15 |
0,12
0,09 | %
0,06 |
0,03

specificka aktivita
[pmol/min/mg]

1M 5uM 10 uM
koncentrace flubendazolu [puM]

* signifikantni rozdil vaéi ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 15: Porovnani specifické aktivity cytosolickych reduktas v jednotlivych kmenech H.

contortus pfi rznych koncentracich flubendazolu

Pfi koncentraci 1 M nebyla aktivita reduktas detekovana v zadném kmeni
H. contortus. PFi koncentraci 5 pM byla nejvétsi specificka aktivita reduktas
flubendazolu v ISE kmeni a nejmensi v WR kmeni. Statisticky vyznamny rozdil
v aktivité cytosolickych reduktas vysel jen u WR kmene pfi koncentraci FLU 5 uM. P¥i
koncentraci 10 uM byla nejmenS$i specificka aktivita reduktas v WR kmeni. Rozdily

mezi jednotlivymi kmeny jsou statisticky nevyznamné.

5.3 Ex vivo inkubace Haemonchus contortus s FLU

TFi kmeny (ISE, IRE, WR) Haemonchus contortus izolované ze slezu ovce byly
inkubovany s FLU o koncentraci 1 yM a 10 uyM v CO, inkubatoru po dobu 24 hod,
pficemz od kazdé koncentrace probéhly 2 paralelni inkubace (u kmene IRE 4 paralelni
inkubace). Sou€asné byly pfipraveny slepé biologické vzorky a slepé chemické vzorky.
Po skonc&eni inkubace byla provedena homogenizace H. contortus za snizené teploty
a extrakce parentni latky a metabolitd z média i homogenatu (viz Kapitola 4.2.5.1).

Ve vzorcich byl nalezen FLU a redukovany flubendazol (FLU-R), aritmetické
priméry vysledkl méfeni + smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce 7 a 8. Ve
slepych chemickych i biologickych vzorcich nebylo zaznamenano zadné mnozstvi
FLU-R.
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Tab. 7: Mnozstvi FLU-R ve vzorcich homogenatu

Mnozstvi FLU-R
Kmen [pmol/1 Haemonchus]
1 uM 10 uM
ISE 0,72 £ 0,08 60
Homogenat IRE 0,73+0,19 10,63 + 1,44
WR 0,98 + 0,06 ND

Tab. 8: Mnozstvi FLU-R ve vzorcich média

Mnozstvi FLU-R
Kmen [nmol/l]
1M 10 uM
ISE 2483 +1,61 | 227,78 £ 23,57
Médium IRE 16,68 + 5,58 | 258,33 + 35,57
WR 18,18 + 1,71 177,78 + 15,7

OISE B IRE OWR
12 - #

§ 10 -
14
58 8-
1 O
(18 E 6 -
= 0
28
n L 4
I E——

8 0

1 uM HOM. 10 yM HOM.
koncentrace flubendazolu v homogenatu [uM]

* signifikantni rozdil vac&i ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 16: Porovnani mnozstvi FLU-R v jednotlivych kmenech H. contortus pfi riznych

koncentracich FLU v homogenatu

Statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi vzniklého FLU-R v HOM vySel u WR
kmene pfi koncentraci FLU 1 pM a u IRE kmene pfi koncentraci FLU 10 pM.
V homogenatu s koncentraci FLU 10 yM kmene WR nebylo nalezeno zadné mnozstvi
FLU-R, pravdépodobné v disledku chybné extrakce.

Porovnanim mnozstvi FLU-R v homogenatu bylo zjisténo, Ze vétSi mnozZstvi

FLU-R se nachazi v homogenatu s vychozi koncentraci FLU 10 yM.
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koncentrace flubendazolu v m édiu [pM]

* signifikantni rozdil vac&i ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 17: Porovnani mnozstvi FLU-R v jednotlivych kmenech H. contortus pfi riznych

koncentracich FLU v médiu
Porovnanim mnozstvi FLU-R v médiu bylo zjiSténo, Zze vétsi mnozstvi FLU-R se

nachazi v médiu s vychozi koncentraci FLU 10 uM ve v8ech tfech kmenech

Haemonchus contortus. Rozdil mezi kmeny je statisticky vyznamny.

5.4 Stanoveni aktivity redukénich enzymu

Pro stanoveni aktivit redukénich enzymu metyraponu, DL-glyceraldehydu, 4-
pyridinkarboxaldehydu a daunorubicinu pfi pH 6,0 a 8,5 byla pouzita
spektrofotometrickd metoda méfeni absorbance, ktera probéhla vzdy ve tfech
paralelnich méfenich. Ke stanoveni byly pouzity frakce MIK, CYT, MIT vSech tfi kmenu
ISE, IRE, WR (viz Kapitola 4.2.6). Vysledna aktivita byla vztazena na mg bilkoviny

a vyjadrena jako specificka aktivita enzymu v nmol-min™-mg™.

5.4.1 Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Aktivita reduktas metyraponu (1 mM) byla méfena spektrofotometricky pfi

pH 6,0. K méfeni byly pouzity frakce CYT vSech tfi kmenu H. contortus.
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Tab. 9: Specificka aktivita reduktas metyraponu v cytosolickych frakcich kmene ISE,
IRE, WR

Frakce CYT
Kmen ISE IRE WR

Specificka aktivita
[nmol/min/mg] * 0,34+0,15 | 1,96+0,47 | 1,70+ 0,46
smérodatna odchylka

N

—
o M ©® N o N B
| | | | | |

—t—

specificka aktivita
[nmol/min/mg]
o

o

—+

ISE IRE WR
kmen Haemonchus contortus

* signifikantni rozdil vaci ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 18: Porovnani specifické aktivity redukce metyraponu v cytosolickych frakcich ve

tfech kmenech Haemonchus contortus
Z porovnani aktivit reduktas metyraponu v jednotlivych kmenech vlasovky

v v

kmen. Rozdily mezi kmeny jsou statisticky vyznamné.

5.4.2 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu pH 6,0

Aktivita reduktas daunorubicinu (0,01 mM) byla méfena spektrofotometricky
v prostfedi pH 6,0. Ke stanoveni aktivity enzymu byly pouzity frakce CYT vSech tfi

kmenu H. contortus. Namérené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tab. 10: Specificka aktivita reduktas daunorubicinu pfi pH 6,0 v cytosolickych frakcich
kmene ISE, IRE, WR

Frakce CYT
Kmen ISE IRE WR

Specificka aktivita
[nmol/min/mg] * ND 1,45+0,18 | 1,09+0,18
smérodatna odchylka

_|

1,5
1,2
0,9
0,6 -
0,3 A

——i

specificka aktivita
[nmol/min/mg]

ISE IRE WR
kmen Haemonchus contortus

* signifikantni rozdil vaci ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 19: Porovnani specifické aktivity redukce daunorubicinu pfi pH 6,0 v cytosolickych

frakcich ve tfech kmenech Haemonchus contortus
V ISE kmeni nedoslo k poklesu absorbance, aktivita enzymu byla tedy v tomto
kmeni nulova. Z porovnani aktivit reduktas daunorubicinu pfi pH 6,0 v jednotlivych

kmenech H. contortus bylo zjisténo, Ze nejvétsi specifickou aktivitu enzyma ma IRE

kmen. Rozdil mezi kmeny je statisticky vyznamny.

5.4.3 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu pH 8,5

Aktivita reduktas daunorubicinu (0,01 mM) byla méfena spektrofotometricky

v prostiedi pH 8,5. K méfeni byly pouzity frakce CYT vSech tfi kmenl H. contortus.
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Tab. 11: Specificka aktivita reduktas daunorubicinu pfi pH 8,5 v cytosolickych frakcich
kmene ISE, IRE, WR

Frakce CYT
Kmen ISE IRE WR

Specificka aktivita
[nmol/min/mg] * 0,09+0,15 | 0,31+0,31 | 0,43 +0,11
smérodatna odchylka

1

o

(&)

|
—— %

specificka aktivita

o | [T

ISE IRE WR
kmen Haemonchus contortus

* signifikantni rozdil vaéi ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 20: Porovnani specifické aktivity redukce daunorubicinu pfi pH 8,5 v cytosolickych

frakcich ve trech kmenech Haemonchus contortus

Porovnanim aktivit reduktas daunorubicinu v jednotlivych kmenech H. contortus

kmen. Rozdil mezi témito kmeny je statisticky vyznamny.
5.4.4 Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu

Aktivita reduktas DL-glyceraldehydu (10 mM) byla méfena v prostfedi pH 6,0 na
spektrofotometru. K méfeni byly pouzity frakce MIK, CYT, MIT vSech tfi kmenu
H. contortus. Hodnoty uvedené v tabulce 12 jsou aritmetickym priamérem vysledkul
mérfeni £ smérodatna odchylka.
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Tab. 12: Specificka aktivita reduktas DL-glyceraldehydu v jednotlivych subcelularnich
frakcich kmene ISE, IRE, WR

MIK

CYT

frakce

MIT

Specificka Specificka Specificka
Kmen ISE aktivita Kmen IRE aktivita Kmen WR aktivita
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
MIK 3,32+ 0,40 MIK 3,51+1,15 MIK 4,10+0,13
CYT 10,60 + 0,52 CYT 12,70 + 0,82 CYT 9,42 +0,42
MIT 1,13+ 0 MIT 3,09+ 0,19 MIT 2,78+ 0,14
DISE B IRE OWR
*
S _ 12
S E
se 9
SE
23 © * *
'S E *
gE 3
()
O _

* signifikantni rozdil vaéi ISE kmeni (p < 0,05)

Obr. 21: Porovnani specifické aktivity redukce DL-glyceraldehydu ve frakcich MIK,

CYT, MIT ve trech kmenech Haemonchus contortus

Z porovnani aktivit reduktas v jednotlivych kmenech vlasovky vyplyva, ze ve

frakci MIK ma nejvétsi specifickou aktivitu enzymd WR kmen. V cytosolické frakci

nejvétsi aktivitu IRE kmen. Rozdily mezi kmeny jsou statisticky vyznamné.

5.4.5 Stanoveni aktivity reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu

Aktivita reduktas 4-pyridinkarboxaldehydu (1 mM) byla méfena v prostfedi pH

6,0 na spektrofotometru. Ke stanoveni aktivity enzymu byly pouzity frakce MIK, CYT,

MIT v8ech tfi kmenl H. contortus. Hodnoty uvedené v tabulce 13 jsou aritmetickym

pramérem vysledkd méfeni + smérodatna odchylka.
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Tab. 13:

subcelularnich frakcich kmene ISE, IRE, WR

Specificka aktivita

reduktas

4-pyridinkarboxaldehydu

v jednotlivych

Specificka Specificka Specificka
Kmen ISE aktivita Kmen IRE aktivita Kmen WR aktivita
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
MIK 33,20+ 2,62 MIK 34,08 + 3,33 MIK 48,06 + 2,24
CYT 261,65 + 21,84 CYT 264,80 + 8,38 CYT 190,10 + 8,54
MIT 44,64 + 1,30 MIT 24,63 + 1,55 MIT 59,79 + 4,00
OISE B IRE OWR
_g _ 250 - N
2o 1
% g 200
w = 150 -
.
£ 3 100 -
.g g %*
g .S 50 *
(72} i
0 _
MIK CYT MIT
frakce

* signifikantni rozdil vaéi ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 22: Porovnani specifické aktivity redukce 4-pyridinkarboxaldehydu ve frakcich

MIK, CYT, MIT ve tfech kmenech Haemonchus contortus

Porovnanim aktivit reduktas v jednotlivych kmenech bylo zjiténo, Ze ve frakci

MIK ma nejvétsi specifickou aktivitu enzymd WR kmen. V cytosolické frakci vykazuje

5.4.6 Stanoveni aktivity dehydrogenas acenaftenolu

Stanoveni aktivity acenaftenoldehydrogenasy spoc€iva v méfeni pfirGstku
absorbance zpusobeném pfeménou NADP® na NADPH. Méfeni bylo provedeno
na spektrofotometru Perkin v prostfedi pH 8,9 (viz Kapitola 4.2.6.6). Ke stanoveni

aktivity enzymu byly pouzity frakce CYT vSech tfi kmenU H. contortus.
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Tab. 14: Specificka aktivita acenaftenoldehydrogenasy v cytosolickych frakcich kmene
ISE, IRE, WR

Frakce CYT
Kmen ISE IRE WR

Specificka aktivita
[nmol/min/mg] £ 8,37+1,41 | 11,24 +£1,03 | 12,20 + 1,56
smérodatna odchylka

%
*
12,5 - I
g 1
S 104
ZE |
®c 75- 1
SE
€8 O
s E
9L 25"
()
0
ISE IRE WR

kmen Haemonchus contortus

* signifikantni rozdil vac&i ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 23: Porovnani specifické aktivity acenaftenoldehydrogenasy v cytosolickych

frakcich ve trech kmenech Haemonchus contortus

Porovnanim  aktivit acenaftenoldehydrogenas v jednotlivych  kmenech

H. contortus bylo zjisténo, Ze nejvétSi specifickou aktivitu enzymd ma WR kmen

5.4.7 Stanoveni redukéni aktivity pomoci oracinu

Metoda je zalozena na inkubaci frakce CYT vSech tfi kmenud ISE, IRE a WR
s oracinem. Nasledné byla provedena extrakce a HPLC stanoveni metabolitu
dihydrooracinu (DHO) (viz. Kapitola 4.2.6.7). Ve vzorcich byl nalezen jak (+)-DHO, tak
(-)-DHO.
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Tab. 15: Specificka aktivita reduktas oracinu v cytosolickych frakcich kmene ISE, IRE,
WR

Specificka
CcYT aktivita (+)['$;"° (')Ef/"i'o
[nmol/min/mg] 0 0
ISE ND ND ND
Kmen IRE 0,019 £ 0,003 33,10 66,90
WR 0,0008 + 0,0001 37,97 62,03

0,02 -
£ _ 0,016 -
=]
€ E
© c 0,012 -
SE
Q3 0,008 -
o
g E
8 = 0,004 - *
0
ISE IRE WR
kmen Haemonchus contortus

* signifikantni rozdil vaci ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 24: Porovnani specifické aktivity reduktas oracinu v cytosolickych frakcich ve
tfech kmenech Haemonchus contortus

V ISE kmeni nebyla nalezena Zadna aktivita reduktas oracinu. Oracin byl

nejvice redukovan v IRE kmeni. Rozdily mezi kmeny jsou statisticky vyznamné.

@ (-)-DHO M (+)-DHO
100
80 -
% 60 -
40 +
20 A
0
ISE IRE WR
kmen Haemonchus contortus

Obr. 25: Procentudlni zastoupeni enantiomert dihydrooracinu v cytosolickych frakcich
ve tfech kmenech Haemonchus contortus
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Z méfeni vyplyva, Zze oracin nebyl redukovan v ISE kmeni H. contortus. IRE
kmen pfednostné vytvafi (-)-DHO (66,9 %), méné (+)-DHO (33,1 %). WR kmen taktéz
tvofi pfednostné (-)-DHO (62,03 %), méné (+)-DHO (37,97 %).

5.5 Stanoveni aktivity oxidacnich enzymu

5.5.1 Stanoveni aktivity peroxidasy pomoci o-fenylendiaminu
dihydrochloridu (OPD)

Aktivita peroxidasy byla stanovena oxidaci o-fenylendiaminu. Vznikly 2,2°-
byl 427.1).
Ke stanoveni aktivity byly pouzity vSechny frakce MIK, CYT a MIT vSech tfi kmenu

stanoven Kapitola

diaminoazobenzen spektrofotometricky  (viz

H. contortus.

Tab. 16: Specificka aktivita peroxidasy v jednotlivych subcelularnich frakcich kmene
ISE, IRE, WR

Specificka Specificka Specificka
Kmen ISE aktivita Kmen IRE aktivita Kmen WR aktivita
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
MIK 67,97 £ 7,05 MIK 57,29 £ 2,48 MIK 55,43 £ 4,48
CYT 15,49 + 2,87 CYT 22,02 +0,37 CYT 7,56 £ 0,74
MIT 18,65+ 1,16 MIT 5,18 £ 0,26 MIT 8,97 + 0,36
OISE B IRE OWR
75 ~
S %
S @ 60
X E
® ¢ 45
\C
E % 30 - *
o i %* *
g £ 15 *
@ 0
MIK CYT MIT
frakce

* signifikantni rozdil vaci ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 26: Porovnani specifické aktivity peroxidasy ve frakcich MIK, CYT, MIT ve tfech

kmenech Haemonchus contortus
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Porovnanim aktivit peroxidas v jednotlivych kmenech bylo zjisténo, ze ve frakci

v

Vsechny rozdily jsou statisticky vyznamné.
5.5.2 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Metoda je zalozena na pfeméné WST-1 (water-soluble tetrazolium salt) na
WST-1 formazan, ktery je zbarveny v dlsledku redukce superoxidovym aniontem (viz
Kapitola 4.2.7.2). Hodnoty uvedené v tabulce 17 jsou aritmetickym priimérem vysledku
mérfeni + smérodatna odchylka. Ziskané vysledky pFedstavuji aktivitu SOD neboli jeji
inhibi¢ni podil vyjadifeny v %. K méfeni byly pouzity vdechny frakce MIK, CYT a MIT
vSech tfi kmenl H. contortus.

Tab. 17: Aktivita superoxiddismutasy v jednotlivych subcelularnich frakcich kmene ISE,
IRE, WR

Kmen ISE |nthI(l:,nl podil Kmen IRE |nhlblinl podil Kmen WR |nhlblinl podil
%o %o %o
MIK 58,89 + 16,98 MIK 74,74 + 8,16 MIK 77,32 + 3,12
CYT 96,29 + 0,94 CYT 96,11 £ 1,05 CYT 97,87 £ 0,55
MIT 79,37 £ 2,25 MIT 72,40 + 2,87 MIT 89,63 £ 0,78
OISE E IRE OWR
*

. 100 - *

X

> 80 - *

S 60 -

n

o 40 -

2 20 -

=

® 0- L

MIK CYT MIT
frakce

* signifikantni rozdil vaci ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 27: Porovnani aktivity superoxiddismutasy ve frakcich MIK, CYT, MIT ve tfech
kmenech H. contortus
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Porovnanim aktivit superoxiddismutas v jednotlivych kmenech bylo zjisténo, Ze

v v

Rozdily v aktivitt SOD v cytosolickych a mitochondrialnich frakcich jsou statisticky

vyznamné.

5.6 Stanoveni aktivity katalasy

Stanoveni aktivity katalasy je zalozeno na pouziti fluorescenéniho substratu
odvozeného od europium-tetracyklinu (viz Kapitola 4.2.8).
Aktivita katalasy byla vypoctena podle standardu katalasy. Hodnota aktivity byla

vztaZena na 1 mg bilkoviny, coz je specificka aktivita enzymu a [umol/min/mg].

Tab. 18: Specificka aktivita katalasy v jednotlivych subcelularnich frakcich kmene ISE,
IRE, WR

Specificka Specificka Specificka
Kmen ISE aktivita Kmen IRE aktivita Kmen WR aktivita
[umol/min/mg] [umol/min/mg] [umol/min/mg] |
MIK 15,18 + 0,01 MIK 14,20 + 0,01 MIK 9,96 + 0,01
CYT 10,35 + 0,01 CYT 13,01 £ 0,005 CYT 7,27 £ 0,01
MIT 9,30 + 0,01 MIT 11,34 + 0,003 MIT 6,86 + 0,01
OISE B IRE OWR
s 15 ~ * .
> o012 - *
£ E
©c 9- * *
SE .|
=0
g5 3
Q
n 0
MIK CYT MIT
frakce

* signifikantni rozdil vaci ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 28: Porovnani specifické aktivity katalasy ve frakcich MIK, CYT, MIT ve tfech
kmenech H. contortus
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Porovnanim aktivit katalas v jednotlivych kmenech bylo zjisténo, Ze ve frakci

v

VSechny nalezené rozdily jsou statisticky vyznamné.

5.7 Stanoveni aktivity konjugac¢nich enzymu

5.7.1 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Princip metody je zaloZzen na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-2,4-
dinitrophenylglutathionu (viz Kapitola 4.2.9.1). Ke stanoveni aktivity enzymu byly
pouzity frakce CYT vSech tfi kmenl H. contortus.

Tab. 19: Specificka aktivita glutathion-S-transferasy (GST) v cytosolickych frakcich
kmene ISE, IRE, WR

Frakce CYT

Kmen ISE IRE WR

Specificka aktivita
[nmol/min/mg] * 244,31+ 4,45 | 295,83 + 10,33 | 256,65 + 6,34
smérodatna odchylka

%k
300 A
8 _ +
S §240 : ==
® =180 -
SE
23 120 -
o E
g .5 60
(7]
0
ISE IRE WR
kmen Haemonchus contortus

* signifikantni rozdil vac&i ISE kmeni (p < 0,05)
Obr. 29: Porovnani specifické aktivity GST v cytosolickych frakcich ve tfech kmenech

Haemonchus contortus
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Porovnanim aktivit GST v jednotlivych kmenech vlasovky bylo zjisténo, Ze

nejvétsi specifickou aktivitu enzymO ma IRE kmen. Rozdil v aktivité vici ISE kmeni je

statisticky vyznamny.

5.7.2 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

a UDP-glucosyltransferasy (UGIcT)

Princip metody je zalozen na spektrofotometrickém stanoveni pfemény

p-nitrofenolu na p-nitrofenolglukuronid za enzymové katalyzy UGT nebo na

p-nitrofenolglukosid za enzymové katalyzy UGIcT (viz. Kapitola 4.2.9.2). Ke stanoveni

aktivity UDP-glukuronosyltransferasy byly pouzity frakce MIK vS8ech tfi kmenl

H. contortus a pro stanoveni UDP-glucosyltransferasy byly pouzity frakce MIK a MIT

vSech tfi kmenl H. contortus. Vysledna aktivita byla vztazena na mg bilkoviny.

Tab. 20: Specificka aktivita UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) v mikrosomalnich

frakcich kmene ISE, IRE, WR

Frakce

MIK

Kmen

ISE

IRE

WR

Specificka aktivita
[nmol/min/mg] *

smérodatna odchylka

5,14 £ 0,66

4,80 £ 0,77

4,49 + 0,55

specificka aktivita
[nmol/min/mg]

o =~ N W b~ O
|

ISE

IRE

WR

kmen Haemonchus contortus

Obr. 30: Porovnani specifické aktivity UGT ve frakcich MIK ve tfech kmenech

Haemonchus contortus
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Z porovnani aktivit UGT v jednotlivych kmenech vlasovky vyplyva, Ze ve frakci

ale nejsou statisticky vyznamné.

v

Tab. 21: Specificka aktivita UDP-glucosyltransferasy (UGIcT) ve frakcich MIK a MIT
kmene ISE, IRE, WR

* signifikantni rozdil va¢i ISE kmeni (p < 0,05)

Specificka Specificka Specificka
Kmen ISE aktivita Kmen IRE aktivita Kmen WR aktivita
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
MIK 0,77 £ 0,61 MIK 4,42 +1,49 MIK 521+1,13
MIT 0,62 + 0,32 MIT 1,04 £ 0,49 MIT 3,60 + 1,11
e * DISE ®WIRE OWR
6 -
s %
e 57
SE 4
= 0 o |
g2
o C
o— 1
()
0
MIK MIT
frakce

Obr. 31: Porovnani specifické aktivity UGIcT ve frakcich MIK a MIT ve tfech kmenech

Haemonchus contortus

Porovnanim specifické aktivity UGIcT v mikrosomalnich a mitochondrialnich

frakcich bylo zjisténo, Ze nejvétsi specifickou aktivitu enzymu vykazuje White-River
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6. DISKUSE

Helmintézy jsou nemoci zpUsobené parazitujicimi ¢ervy a ohrozuji zdravotni
stav hospodarskych, domacich i volné Zijicich zvifat. Chovatelim hospodarskych zvifat
pusobi tyto nemoci obrovské financni ztraty, které jsou kazdorocné odhadovany
v fadech stovek miliénl dolart (Coyne et al. 2001).

Vramci farmakoterapie a farmakoprofylaxe jsou vyuzivana Sirokospektra
anthelmintika, ktera pomahaji sniZit dopad fady parazitickych onemocnéni. Hojné
pouzivani anthelmintik v8ak vedlo k rozvoji rezistence na anthelmintika, ktera je dnes
celosvétove rozsifena (Coyne et al. 2001).

Mechanism0 navozeni rezistence u Cervu je fada typl. U nékterych kmena
Haemonchus contortus rezistentnich na néktera benzimidazolova anthelmintika byla
prokdzana bodova mutace v genu pro B-tubulin (Kéhler 2001). Mutace chrani
mikrotubuly parazita pfed uCinkem benzimidazold. DalSi obranné strategie helmintd
predstavuji snizena absorpce léCiva, zrychleny odtok IéCiva z bunky a zvySena
inaktivace |éCiva. Vysledkem je snizena koncentrace i ucinek |éciv v bunkach. Tyto
mechanismy rezistence jsou zaloZzené na zvySené aktivité membranovych transportérd
nebo biotransformacnich enzymu. Biotransformaéni enzymy funguji ve vSech
organismech jako uc¢inna obrana proti moznym negativnim vlivim xenobiotik.
Schopnost  biotransformacénich  enzym(  inaktivovat  anthelmintika  pomoci
biotransformace predstavuje vyhodnou obrannou strategii u paraziti (Cvilink et al.
2008a).

Cilem této prace bylo porovnani metabolismu anthelmintik a aktivit
biotransformacnich enzymu u citlivych a rezistentnich kmenU vlasovky slezové
(Haemonchus contortus). Pro testovani byly vybrany tfi kmeny H. contortus: citlivy na
anthelmintika — ISE kmen, rezistentni na benzimidazolova anthelmintika — IRE kmen,
rezistentni na vSechna anthelmintika — WR kmen.

Byl sledovan metabolismus anthelmintik albendazolu (ABZ) a flubendazolu
(FLU) pomoci in vitro inkubace subcelularnich frakci tfi kmenu vlasovky slezové
s anthelmintiky. Zaroven byl sledovan metabolismus FLU pomoci ex vivo kultivace tfi
kmenu vilasovky v CO, inkubatoru v médiu s FLU. Dale byly zkoumany a porovnavany
aktivity biotransformacnich enzym: aktivity redukénich, oxida¢nich a konjugacénich

enzymu v subcelularnich frakcich jednotlivych kmenu H. contortus.
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K experimentim byly pouzity subcelularni frakce CYT, MIK a MIT vlasovek.
Frakce CYT pfi izolaci subcelularnich frakci homogenatu tkani savcl obsahuje
predevSim cytosol, frakce MIK pfevazné mikrosomy a frakce MIT pFedevSim
mitochondrie. Hodnoty aktivity byly vztazeny na mg proteinu, ¢imz byla ziskana
specificka aktivita. Z tohoto duvodu bylo nutné stanovit koncentrace bilkoviny ve
frakcich MIK, CYT a MIT vSech tfi kmen( vlasovky metodou BCA.

Benzimidazolova anthelmintika se bézné uzivaji k IéCbé parazitézy vyvolané
druhem Haemonchus contortus. Cilem experimentu bylo porovnat in vitro
metabolismus anthelmintik ABZ a FLU v jednotlivych kmenech vlasovky. Oxidaci ABZ
na ABZSO katalyzuji predevSim jaterni mikrosomalni oxidasy, flavinmonooxygenasa
a cytochrom P4503A jsou zodpovédné za konverzi ABZ na ABZSO a pfeména ABZSO
na ABZSO, je ovlivnéna pouze cytochromem P4501A (Virkel et al. 2004), proto nebyla
pfi zkoumani metabolismu ABZ pouzita frakce CYT. Pro zjisténi metabolismu ABZ
v mitochondriich a mikrosomech byly pouzity frakce MIT a MIK. Specificka aktivita
mikrosomalnich a mitochondrialnich oxidas v jednotlivych kmenech vlasovky byla
méfena pfi riznych koncentracich ABZ - 1 uM, 5 yM a 10 yM. Dochazelo k tvorbé jak
ABZSO, tak ABZSO.,. Bylo zjisténo, Ze ve frakci MIK je pfi koncentraci ABZ 10 uM
Pfi koncentraci ABZ 1 pM nebyl ve frakci MIK nalezen ABZSO, v zadném kmeni
H. contortus a pfi koncentraci 5 uM nebyl detekovan v IRE kmeni. Pfi koncentraci ABZ

10 M ma nejvétsi specifickou aktivitu oxidas ABZ na ABZSO, ISE kmen

v v

v v

ABZSO, WR kmen. Porovnanim aktivit oxidas ABZ v jednotlivych kmenech ve frakcich
MIK a MIT jsme zjistili, Ze rezistentni kmeny vlasovky katalyzuji sulfoxidaci ABZ s nizSi
intenzitou nez citlivy ISE kmen.

Pro sledovani biotransformace FLU byla vybrana jen frakce CYT z kazdého
kmene vlasovky, protoZe podle vysledkd z experimentd provadénych riznymi autory
dochazi k redukci FLU jen v cytosolickych frakcich a jen za pouziti koenzymu NADPH
(napf. Cvilink et al. 2008a). Specificka aktivita cytosolickych reduktas v jednotlivych
kmenech H. contortus byla méfena pfi riznych koncentracich FLU - 1 uyM, 5 uM
a 10 uM. Ve frakcich byl nalezen jediny metabolit - redukovany flubendazol (FLU-R).
Redukce predstavuje hlavni cestu biotransformace FLU u H. contortus (Cvilink et al.
2008a). Timto méfenim bylo zjisténo, ze pfi koncentraci 1 yM nedochazi k redukci FLU
v zadném kmeni H. contortus. PFi koncentraci FLU 5 yM a 10 uyM byla nejmensi

specifickd aktivita reduktas v WR kmeni. Porovnanim cytosolické redukce FLU
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u jednotlivych kmenl bylo zjisténo, Zze nejmensSi aktivitu reduktas ma WR kmen
a aktivita u ISE a IRE kmene je srovnatelna.

Vysledky tedy ukazaly, ze vSechny tfi kmeny H. contortus metabolizuji ABZ
i FLU pomoci biotransformacnich enzymu |. faze. ABZ je metabolizovan sulfoxidaci
a FLU redukci karbonylové skupiny (Cvilink et al. 2008a).

Zaroven byla provedena ex vivo inkubace tfi kmenu H. contortus s FLU
okoncentraci 1 yM a 10 uyM v CO, inkubatoru po dobu 24 hod. Ve vzorcich
homogenatu vlasovek i v kultivaénim médiu byl nalezen FLU a FLU-R. V homogenatu
je pfi koncentraci FLU 1 uM mnozstvi FLU-R srovnatelné u vSech tfech kmena
vlasovky a pfi koncentraci FLU 10 uM je nejvétSi mnozstvi FLU-R v IRE kmeni. Tento
vysledek vSak neni pfesny, protoZze v homogenatu s koncentraci FLU 10 yM kmene
WR nebylo nalezeno zadné mnozstvi FLU-R, pravdépodobné v dusledku chybné
extrakce. Homogenat byl ziskan z 20 kusu H. contortus, proto bylo mnozstvi FLU-R
vztazeno na 1 vlasovku. V médiu byly zjistény stejné vysledky jako v homogenatu. Pfi
koncentraci FLU 1 yM je mnozstvi FLU-R srovnatelné u vSech tfech kmenl a pfi
koncentraci FLU 10 uM je nejvétsi mnozstvi FLU-R v IRE kmeni.

Cilem diplomové prace bylo také stanovit biotransformacni aktivitu ve tfech
kmenech H. contortus vuéi modelovym substratim, které se bézné uzivaji pfi
biotransformacnich studiich u laboratornich a hospodaiskych zvifat (Bartikova et al
2009). Aktivity enzymU redukujicich karbonylovou skupinu byly zkoumany pomoci
riznych  substratd - metyrapon, daunorubicin, DL-glyceraldehyd, 4-
pyridinkarboxaldehyd a oracin. Ke stanoveni byly pouzity frakce MIK, CYT, MIT vSech
tii kmenG ISE, IRE, WR. Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny
v subcelularnich frakcich nalezené v jednotlivych kmenech jsou pro nazornost uvedené
v prehlednych tabulkach 22, 23, 24.

NejvyznamnéjSi z hlediska reduk¢ni aktivity jsou rezistentni kmeny IRE a WR,
ve kterych byly nalezeny redukéni reakce u vSech substratl. Nejvétsi specifickou
aktivitu ma IRE kmen pfi redukci metyraponu, daunorubicinu (pH 6,0), DL-
glyceraldehydu ve frakci CYT a MIT, 4-pyridinkarboxaldehydu ve frakci CYT. WR kmen
vykazuje nejvétSi specifickou aktivitu pfi redukci daunorubicinu (pH 8,5), DL-
glyceraldehydu ve frakci MIK, 4-pyridinkarboxaldehydu ve frakci MIK a MIT. V ISE

kmeni nebyla ve frakci CYT aktivita reduktas daunorubicinu (pH 6,0) detekovana.
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Tab. 22: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakcich MIK, CYT a MIT

kmene ISE
ISE
MIK CYT MIT
Metyraponreduktasa 0,34 £0,15
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) ND
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) 0,09+0,15
DL-glyceraldehydreduktasa 3,32 +£0,40 10,60 + 0,52 1,13+0
4-pyridinkarboxaldehydreduktasa | 33,20 + 2,62 | 261,65 + 21,84 | 44,64 + 1,30

Tab. 23: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakcich MIK, CYT a MIT

kmene IRE
IRE
MIK CYT MIT
Metyraponreduktasa 1,96 £ 0,47
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) 1,45+0,18
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) 0,31+0,31
DL-glyceraldehydreduktasa 3,51+1,15 12,70 + 0,82 3,09+£0,19
4-pyridinkarboxaldehydreduktasa | 34,08 + 3,33 | 264,80 + 8,38 2463 + 1,55

Tab. 24: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakcich MIK, CYT a MIT

kmene WR
WR
MIK CYT MIT
Metyraponreduktasa 1,70 £ 0,46
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) 1,09 +£0,18
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) 0,43 +£0,11
DL-glyceraldehydreduktasa 410+0,13 9,42 £ 0,42 2,78+ 0,14
4-pyridinkarboxaldehydreduktasa | 48,06 + 2,24 | 190,10 + 8,54 59,79 + 4,00

Acenaftenol je typickym substratem pro enzymy z podrodiny AKR1C. Zjistilo se,
kmen.

Metoda stanoveni redukéni aktivity pomoci oracinu je zaloZzena na inkubaci
frakce CYT vSech tfi kmenUl ISE, IRE a WR s oracinem a HPLC stanoveni metabolitu
dihydrooracinu. Z méfeni vyplyva, Ze oracin nebyl redukovan v ISE kmeni H. contortus.
Nejvice byl oracin redukovan IRE kmenem. IRE kmen pfednostné vytvafi (-)-DHO
(66,9 %), méné (+)-DHO (33,1 %). WR kmen taktéz tvofi pfednostné (-)-DHO
(62,03 %), méné (+)-DHO (37,97 %).

Tyto vysledky dokazuji, ze H. contortus je schopen ucinné redukovat aldehydy
i ketony. Redukéni enzymy tak chrani vlasovky pfed toxickym plUsobenim xenobiotik
nesoucich karbonylovou skupinu (Cvilink et al. 2008a).

Je pozoruhodné, Ze aktivita enzymu redukujicich karbonylovou skupinu
modelovych substratu je vysSi u rezistentnich kmenu nez u citlivého kmene, na rozdil

od biotransformace ABZ a FLU in vitro, kde nam vySly vysledky opacné. PFi¢inou muze
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byt odliSny mechanismus vzniku rezistence na anthelmintika. SniZzena aktivita oxidas
ABZ areduktas FLU u rezistentnich kmenu muze spocivat ve zvySené aktivité
membranovych transportérd, ¢imz se bud snizi prostup anthelmintik do organismu
parazita, nebo se naopak zvysi aktivni odstranéni IéCiv z parazita (Kerboeuf et al.
2003). ZvySena redukEni aktivita vaci modelovym substratim je pravdépodobné dana
zvySenou aktivitou biotransformacénich enzymu.

Dale byly zkoumany aktivity oxidacnich enzymd, konkrétné peroxidasa
a superoxiddismutasa (SOD). Systém antioxidaénich enzymu, které chrani helminty
pfed pusobenim oxidac¢niho stresu, je dnes relativné dobfe prozkouman (Cvilink et al.
2009).

Aktivita peroxidasy byla stanovena oxidaci o-fenylendiaminu. Ke stanoveni
aktivity byly pouZzity vSechny frakce MIK, CYT a MIT vSech tfi kmenl H. contortus. Bylo
zjisténo, ze ve frakci MIK a MIT ma nejvétSi specifickou aktivitu enzyma ISE kmen
specifickou aktivitu enzymd WR kmen. Peroxidasova aktivita je u vSech tfi kmenu
vlasovky slezové nejvyssi ve frakci MIK, na rozdil od motolice kopinaté, kde byla
(Bartikova et al. 2010).

SOD katalyzuje pFeménu superoxidového aniontu na peroxid vodiku
a molekularni kyslik. Aktivita SOD byla méfena ve vSech subcelularnich frakcich
kmene ISE, IRE, WR. Ve v8ech tfech frakcich vykazuje nejvétsi specifickou aktivitu
WR kmen. SOD je pravdépodobné jeden z hlavnich oxidacnich enzymd u cervu
(Cvilink et al. 2009).

Stanoveni aktivity katalasy je zalozeno na pouziti fluorescenéniho substratu
odvozeného od europium-tetracyklinu. Ke stanoveni aktivity byly pouZity vSechny
frakce MIK, CYT a MIT v8ech tfi kmenu H. contortus. Zde ovS8em ve vSech tfech
frakcich vykazuje nejmensi specifickou aktivitu WR kmen. V mikrosomalni frakci ma
nejvétsi specifickou aktivitu ISE kmen, ve frakci CYT a MIT IRE kmen. Katalasa chrani
larvy i dospélé formy H. contortus pred peroxidem vodiku (Cvilink et al. 2009).

Nakonec byly sledovany aktivity konjugacnich enzymu. Glutathion-S-
transferasa (GST) v cytosolickych frakcich, UDP-glukuronosyltransferasa (UGT),
protoZe je vazana na mikrosomalni membranu (Mizuma et al. 1982), byla stanovena
v mikrosomalnich frakcich a UDP-glucosyltransferasy (UGIcT) ve frakcich MIK a MIT
(u v8ech tfi kmen().

V jednotlivych kmenech vlasovky byly zjistény relativné vysoké hodnoty
specifické aktivity GST. Nejvétsi specifickou aktivitu enzymi ma IRE kmen, aktivita

kmenu ISE a WR je srovnatelna. GST byly detekovany u mnoha ¢&ervu, zahrnujici
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enzymu |l. faze u parazitt (Cvilink et al. 2009) a jeho aktivita je vy$Si u rezistentnich
kmenu nez u citlivych kmenl H. contortus (Kerboeuf, Aycardi 1999).

Aktivita UGT byla méfena vuéi p-nitrofenolu. Porovnanim aktivit UGT
v jednotlivych kmenech vlasovky bylo zjiténo, Ze ve frakci MIK ma nejvétsi specifickou

Pro stanoveni aktivity UGIcT byl pouZit taktéz substrat p-nitrofenol.
V mikrosomalnich a mitochondrialnich frakcich vykazuje nejvétsi specifickou aktivitu
schopen deaktivovat xenobiotika konjugaci s kyselinou glukuronovou i konjugaci
s glukdzou. Glukosidace vSak probiha hlavné v rostlinach, velmi vzacné v zivocisich.
O’Hanlon zaznamenal konjugaci s gluk6zou v metabolismu endogennich ekdysteroid
u Ascaris suum a Parascaris equorum in vitro (Cvilink et al. 2009). Konjugace struktury
anthelmintika (ABZ, FLU, FLU-R) sglukézou, jako jedina reakce 2. faze
biotransformace téchto I&Civ, byla popsana i u vlasovky slezové (Cvilink et al. 2008b),

Z vysledkl je patrné, Ze aktivity biotransformacnich enzymu jsou u ISE, IRE
a WR kmene H. contortus nékdy odlidné, nékdy se lisi jen malo. V nékterych pfipadech
byla aktivita enzymU vy$Si u rezistentnich kmenu, nékdy u ISE kmene. Rozdilné
aktivity biotransformacnich enzymu u jednotlivych kmen( vlasovky by mohly byt
fedeno, zplsobl navozeni rezistence je mnoho. Castokrat dochazi ke kombinacim
vice mechanismu rezistence najednou. Mlze se jednat o zvySenou aktivitu (expresi)
biotransformacénich enzym(, o zménu v genu pro transportni P-glykoprotein (Xu et al.
1998) nebo o bodovou mutaci v genu pro B-tubulin (Kéhler 2001). At uz se jedna
o jakykoliv mechanismus rezistence, vSechny zpUsobuji snizenou ucinnost anthelmintik

u H. contortus.
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7. ZAVER

Vzhledem k tomu, ze pouziti anthelmintik je v sou¢asné dobé jedinou efektivni
metodou v boji s helminty a parazitézami jimi zpusobenymi, je velice dulezité ziskat
poznatky o obrannych mechanizmech, kterymi tito helminti disponuiji.

Z infikovanych ovci byly izolovany citlivé a rezistentni kmeny H. contortus :
citivy (ISE) kmen, BZ-rezistentni (IRE) kmen a multirezistentni White-River (WR)
kmen. Ze ziskanych vlasovek byly pfipraveny subcelularni frakce — MIT
(mitochondrialni), CYT (cytosolické) a MIK (mikrosomaini).

V pfedlozené praci bylo dokazano, Ze pfi in vitro inkubaci v8echny tfi kmeny
vlasovky slezové metabolizuji ABZ sulfoxidaci a FLU redukci karbonylové skupiny,
pfiCemz rezistentni kmeny vlasovky katalyzuji biotransformaci ABZ i FLU s nizsi
intenzitou nez citlivy ISE kmen. Pfi ex vivo inkubaci tfi kmen( H. contortus s FLU byly
v kultivaénim médiu i v homogenatu vlasovek zjistény stejné vysledky.

U jednotlivych kmenU vlasovky byly stanoveny i specifické aktivity vybranych
biotransformacnich enzymu viaci modelovym substratim. Z hlediska redukéni aktivity je
vyznamné jeji zvySeni u rezistentnich kmend IRE a WR vi¢i citlivému ISE kmeni.
Nejvétsi specifickou aktivitu GST, konjugacniho enzymu, podilejiciho se na
detoxikacich xenobiotik, vykazuje rezistentni IRE kmen.

Z vysledk je patrné, Zze v nékterych pfipadech byla aktivita enzymu vySsi
u rezistentnich kmenu a nékdy u citlivého kmene. Rizné aktivity biotransformacnich
enzymu mohou byt zplsobeny odliSnymi mechanismy vzniku rezistence u jednotlivych

kmenu.
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ABZ
AKR
BCA
BSA
BZ
DHO
DMSO
FLU
GST
GSH
HPLC
HSD
ISE
IRE
NADH
NADPH
ND
OPD
SOD
UGT
UGlcT
WR

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

albendazol

aldo-ketoreduktasa

bicinchoninova kyselina

hovézi sérovy albumin

benzimidazolova anthelmintika

dihydrooracin

dimethylsulfoxid

flubendazol

glutathion-S-transferasa

glutathion

vysokoucinna kapalinova chromatografie
hydroxysteroiddehydrogenasa

kmen citlivy na anthelmintika

kmen rezistentni na benzimidazolova anthelmintika
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
nebylo detekovano

o-fenylendiamin dihydrochlorid
superoxiddismutasa
UDP-glukuronosyltransferasa
UDP-glukosyltransferasa

White-River kmen
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