Abstrakt

Nejvétsi ekonomické ztraty v produkci dobytka jsou spojeny
s gastrointestinalnimi parazitdzami. Haemonchus contortus je jeden z nejvice
patogennich paraziti malych pfezvykavcl (ovci, koz). Parazit vykazuje znacnou
pFizpasobivost va&i zevnim podminkam a dnes je v podstaté svétové rozSiren.
Zasadnim problémem pfi Ié€b& haemonchézy je rezistence H. contortus vaci fradé
anthelmintik, hlavné benzimidazolového typu. Na vyvoji rezistence se mohou
podilet biotransformacni enzymy parazita, které ho chrani pfed toxickymi ucinky
anthelmintik. Cilem predloZzené rigorézni prace bylo studovat biotransformaci
benzimidazolového anthelmintika flubendazolu u H.contortus. Dale byla tato prace
zaméfena na poznani dalSich biotransformacnich aktivit tohoto parazita vU i
vybranym modelovym xenobiotikim. Vysledky prokazaly, Ze cytosolické NADPH-
dependentni enzymy H. contortus deaktivuji flubendazol redukci karbonylové
skupiny. Vyrazna redukéni aktivita byla nalezena i vic&i dalSim xenobiotikiim. Byla
také zjisténa vyznamna aktivita glutathion-S-transferas, ktera muze acinné
napomahat dalSi deaktivaci anthelmintik. Znalost biotransformaénich enzymu

parasitt prispéje k detailnéjSimu pochopeni mechanismu rezistence.



Abstract

Most economic losses in ruminant are associated with gastrointestinal
parasite infections. Haemonchus contortus is one of the most pathogenic parasites
of small ruminants (sheep, goat). H. contortus exhibits considerable adaptability to
unfavourable conditions and its occurrence is world-wide. Today, the treatment of
haemonchosis is complicated due to resistance of H. contortus to common
anthelmintics, especially those with benzimidazole structure. Biotransformation
enzymes, that protect parasite against toxic effect of anthelmintics, may contribute
to development of resistance. The aim of this project was to study the
biotransformation of benzimidazole anthelmintic flubendazole in H. contortus and
to find out biotransformation of other model xenobiotics. The results showed that
cytosolic NADPH-dependent enzymes of H. contortus deactivate flubendazole via
reduction of its carbonyl group. Substantial reduction of other xenobiotics was also
found. Significant activity of glutathion S- tranferases may aid to anthelmintics
further deactivation. The new information about biotransformation enzymes of

parasites contribute to understanding of mechanism of resistance.
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1. UVOD

Helmintézy hospodarskych, domacich i volné Zijicich zvifat jsou
celosvétovym problémem a zpusobuji znacné ekonomické ztraty. V chovech
pfezvykavcl jsou nejvétsi ekonomické ztraty spojeny s gastrointestinalnimi
parazitarnimi infekcemi. Z ptvodcu téchto infekci je obzvlasté patogenni vlasovka
slezova (Haemonchus contortus) zpUsobujici hostiteli téZzkou anémii a
hypoalbuminemii, v fadé pfipadld vedouci az k uhynuti hostitele.

Kontrola parazitoz v chovech je pfedevSim soustfedéna na podavani
anthelmintik. Mezi nejCastéji pouzZivané latky patfi benzimidazolové derivaty,.
Jejich neracionalni uzivani vedlo v mnoha zemich k rozSifeni rezistence u cilovych
druh( parazitd. K tomu, aby bylo mozné se s timto problémem vypofadat, je nutné
nejprve poznat mechanismus navozeni rezistence a procesy, které s tim souvisi.
V této souvislosti jsou zkoumany také biotransformaéni enzymy, které mohou do
urCité miry chranit parazity pred toxickymi ucCinky antihelmintik a tim pfispivat
k vyvoji rezistence helmintu.

PfedloZena rigordzni prace se zaméfuje na studium biotransformace
xenobiotik u vlasovky slezové. V projektu byla sledovana biotransformace
anthelmintika flubendazolu a testovany aktivity biotransformacénich enzymu vU i
vybranym modelovym substratim. K biotransformacnim studiim byly pouzity
subcelularni frakce homogenatu vlasovek slezovych. Dospélci vlasovky slezové

byli ziskani ze slezu experimentalné infikovanych ovci.



2. TEORETICKA CAST

2.1 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK U HELMINTU

Svét, ve kterém vSechny organismy Ziji je chemicky komplex a ne vSechny
slou€eniny jsou vyuzivany pro rust a reprodukci, ale organismy jsou vystaveny
znacnému mnozstvi chemickych latek, jez nemaji fyziologickou hodnotu a mohou
byt dokonce toxické. Tyto slouCeniny nazyvame xenobiotika.

Xenobiotikum muze podléhat v organismu jednomu ze tfi osudu.

(1) MUze byt odstranéno v nezménéné podobé.

(2) Mize dojit ke spontanni neenzymatické pfeméné na jinou slou€eninu. To
se déje, kdyz je xenobiotikum vystaveno ur€itym fyziologickym podminkam,
jako je vysoké pH, nebo kdyz dojde ke kontaktu s reaktivni fyziologickou
molekulou.

(3) Molekula xenobiotika mulze byt enzymaticky metabolizovana, tj.
biotransformace.

NejCastéji dochazi ve tkanich k posledni cesté a obvykle dochazi k detoxikaci,

ackoli nékteré slou¢eniny mohou byt aktivovany (Precious, Barret 1989).

Xenobiotika jsou metabolizovany ve tfech fazich. V prvni fazi hydrolytické,
oxidaCni nebo redukéni enzymy zavadéji do molekuly reaktivni skupiny, napf.
hydroxylové, karboxylové, aminoskupiny nebo thiolové skupiny. V druhé fazi
dochazi ke konjugaci s nizkomolekularni slou¢eninou, jako je aminokyselina, cukr,
glutathion nebo anorganicky ion (fosfat, sulfat) anebo organicky ion (acetat,
propionat). Slouceniny, které jiz obsahuji reaktivni skupiny, mohou byt pfimo
konjugovany bez potieby 1. faze metabolismu. Tfeti faze zahrnuje exkreci nebo
sekvestraci.

Detoxikacni mechanismy u helmintd nebyly dosud rozsahle studovany,
prestoZe vyznam |éCby a rozvoje rezistence je zfejmy (Barret 1997). Pro parazity
zahrnuji xenobiotika sekundarni rostlinné metabolity z hostitelské stravy, polutanty
zivotniho prostiedi, slozky imunitni odpovédi hostitele a anthelmintika (Precious,
Barret 1989).



2.1.1 Faze |

2.1.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou monooxygenasy, které Kkatalyzuji oxidaci fady
endogennich a exogennich slou€enin u bakterii, hub, rostlin, hmyzu a obratlovcu.
Cytochromy funguji tak, Ze koneCna oxidasa ziskava elektrony z NADPH
prostfednictvim NADPH-cytochrom P450-reduktasy nebo z NADH prostiednictvim
cytochromu bs, Zatimco cytochromy P450 jsou Siroce rozSifeny v pfirodé, pokusy
detekovat je u paraziticky i volné Zijicich Cervl byly neuspésSné. Enzymové
preparaty z fady nematod a cestod byly neschopné oxidovat modelové substraty
metabolizované P450 u savcl a hmyzl. Pokusy detekovat cytochrom P450
spektrofotometricky v mikrosomalni  frakci Moniezia  expansa, Ascaris
lumbricoides, Haemonchus contortus a Heligmosomoides polygyrus byly vSechny
neuspésné stejné jako detekce P450 za pouziti chemickych induktord. U
Caenorhabditis elegans byly identifikovany dvé sekvence gena, které vykazaly
podobnost se znamymi sekvencemi cytochromu P450 a také byly nalezeny nizké
monooxygenasove aktivity P450 u volné Zijicich larev H. polygyrus. Je mozné, Ze
tyto nizké hladiny aktivity P450 souvisi se syntetickymi funkcemi cytochromu
P450, napf. pfi syntéze leukotriend nebo prostaglandini a nejedna se o
detoxikacni reakce. Je také mozné, Ze monooxygenasy P450 jsou u helmint(
substituovany peroxidasami nebo nékterymi jinymi oxidaCnimi enzymy jako jsou
flavinové monooxygenasy. Nepfitomnost P450 u parazitickych &ervi muze
souviset s anaerobni nebo mikroaerobni povahou parazitt, tfebaze jsou helminté
schopni jinych oxidaénich reakci, jako je pfeména prolinu na hydroxyprolin. DalSi
priCinou absence CYP450 muze byt potfeba omezit peroxidaci lipidi membran. Ve
srovnani s jinymi organismy maji helminti vysoké procento nenasycenych
mastnych kyselin v membranovych lipidech a cytochrom P450 je vyznamnym
zdrojem superoxidovych radikal (Barrett 1997).

Cytochrom P450 je zodpovédny za rezistenci fady slou¢enin u hmyzu, avsak je
relativné malo znama uloha a vyznam tohoto enzymového systému u helmintd
(Kotze et al. 2006). Studie s dospélci H. contortus ukazujici epoxidaci aldrinu in

vitro (Kotze 2000) a oxida¢ni metabolismus moxidectinu v homogenatu z Cervl



naznacuji ulohu cytochromu P450 v metabolismu xenobiotik u dospélého stadia
(Kotze 2006).

2.1.1.2 Redukéni enzymy

Helminté se v 1.fazi metabolismu xenobiotik spoléhaji pfedevSim na redukéni
nebo hydrolytické reakce. U Cervl byla nalezena fada hydrolas, zahrnujici O- a N-
deacetylasy, dale byly nalezeny enzymové systémy schopné redukovat aldehydy
a ketony a také spiSe neobvyklé azo- a nitroreduktasy (Barrett 1997).

Karbonylové slouCeniny jsou Siroce rozSifeny v pfirodé a predstavuji
opravdovou hrozbu pro Zijici organismy, protoZze jsou schopny reagovat
s bunécnymi makromolekulami. Aldehydy a ketony jsou Skodlivé pro bunku,
protoZe se mohou kovalentné vazat se sekundarnimi aminoskupinami a thiolovymi
skupinami proteinu. Urcité aldehydy jsou mutagenni diky schopnosti interagovat
s DNA. V buiice je ochrana proti reaktivnim karbonylovym slou¢eninam zajisténa
nékolika rodinami detoxifikaCnich enzymu, zahrnujici aldo-ketoreduktasy (AKR),
aldehyddehydrogenasu, aldehydoxidasu, alkoholdehydrogenasu a glutathion-S-
transferasu (O"Connor 1999).

Reduktasy karbonylu jsou enzymy schopné pfemérovat Sirokou paletu
karbonylovych slou€enin na odpovidajici alkoholy. Existuji tfi nadrodiny
oxidoreduktas, které katalyzuji oxidaci a redukci Siroké fady alkoholickych a
aldehydickych slou€enin fyziologického nebo farmakologického vyznamu:

e Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)
e Dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem (MDR)
e Aldo-ketoreduktasy (AKR)

K MDR se fadi rodina alkoholdehydrogenas (ADH) tvofici komplexni systém
seskupeny do nékolika tfid. ADH1 je klasicky enzym zodpovédny za metabolismus
ethanolu v jatrech. ADH2 je jaterni enzym, ktery pfispiva k metabolismu ethanolu
a retinoidu. ADH3 je glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa. ADH7
byla popsana jen u kufecich embryi a ADH8 je NADP(H)-dependentni forma
popsana u obojzZivelniku (Crosas et al. 2001).

SDR jsou rozpustné proteiny, nejCastéji diméry nebo tetramery, obsahuijici

priblizné 270 aminokyselin na monomer a charakterizované katalytickou triadou
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(Ser, Tyr a Lys) v aktivnim misté. AKR jsou vétSinou monomerické, NAD(P)H
dependentni enzymy, o délce asi 320 aminokyselin s aktivnim mistem
obsahujicim tetradu Tyr, His, Asp a Lys.

Karbonyl redukujici enzymy dokazou pfijimat strukturalné odliSné substraty (jak
endogenni latky, tak xenobiotika), ale Ize je rozliSit podle substrati a jejich
specifickych inhibitora.

Karbonylové reduktasy byly zjistény u rdznych organizmu, ale vétSinou je
vyzkum provadén na savcCich burikach a tkanich. Jejich podstatna role spocCiva
v ochrané proti poSkozeni hromadénim toxickych karbonylovych sloucenin, tedy
tyto enzymy se podileji na detoxikaCnich procesech (B. Combourieu et al. 2004).

Nadrodinu AKR Ize na zakladé sekvencni podobnosti rozdélit do sedmi rodin
(AKR1 — AKR7) diky poznatkum ziskanych z molekularniho klonovani. Znalost
biochemickych vlastnosti a fyziologickych uloh téchto reduktas nedrzi krok
s pokusy molekularniho klonovani.

NejhojnéjSi rodina (AKR1) obsahuje aldosoreduktasy, aldehydreduktasy a
hydroxysteroiddehydrogenasy. Ostatni rodiny zahrnuji prokaryotické AKR,
rostlinné chalkonreduktasy, aflatoxin B1 aldehydreduktasu. Podrodiny jsou
rozeznatelné na hladiné 60 % aminokyselinové identity. Rodina AKR1 zahrnuje
pét podrodin:

A — aldehydreduktasy (savci), AKR1A

B — aldosoreduktasy

C — hydroxysteroiddehydrogenasy
D — A*-3-ketosteroid-5Breduktasy
E — aldehydreduktasy (rostlinné)

Oznaceni aldo-ketoreduktas obsahuje zakladni symbol ,AKR®, arabskou Cislici
predstavujici rodinu, pismeno oznacujici podrodinu a dalSi arabska Cislice
reprezentuje jedine¢nou proteinovou sekvenci (Jez et al. 1997).

Nejlépe popsané AKR enzymy jsou aldehydreduktasa (AKR1A1) a
aldosoreduktasa (AKR1B1). AKR1A1 pFfednostné katalyzuje NADPH-dependentni
redukci alifatickych aldehydu, aromatickych aldehydu a biogennich amint, kdezto
AKR1B1 Iépe katalyzuje NADPH-dependentni redukci aldopentos a aldohexos.

Méné dobfe je porozuméno hydroxysteroiddehydrogenasam z podrodiny AKR1C
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(dfive oznaCované jako dihydrodioldehydrogenasy, DD), které Kkatalyzuji
oxida¢né/redukeni pfemeény derivatd polycyklickych aromatickych uhlovodikd,
steroidnich hormont a Zlu€ovych kyselin. U Clovéka existuji alespon Ctyfi rizné
izoenzymy, a to AKR1C1 (tzv. DD1 nebo-li 20a-hydroxysteroiddehydrogenasa
(HSD)), AKR1C2 (tzv. DD2 nebo ZluCoveé kyseliny vazajici protein), AKR1C3 (tzv.
typ Il 3a-HSD) a AKR1C4 (DD4 nebo-li typ | 3a-HSD) (O"Connor et al. 1999).

Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) je rozsahla
skupina enzymu s NAD(P)H-dependentni  oxidoreduktasovou  aktivitou.
Karbonylreduktasy (CR) hraji dllezitou roli v metabolismu IéCiv, jako napf.
daunorubicinu, metyraponu, acetohexamidu (Terada 2000).

Pro stanoveni aktivit reduktas byly pouzity tyto substraty: metyrapon,

daunorubici, DL-glyceraldehyd a oracin.

METYRAPON

Metyrapon, aromaticky keton (2-methyl-1,2-di-3-pyridylpropan-1-on), je
redukovan v jeho ketonické funk&ni skupiné na odpovidajici alkoholicky metabolit
metyrapol (obr.1). Tato biotransformace je zprostfedkovana karbonylreduktasou
(EC 1.1.1.184) a aldehydreduktasou (EC 1.1.1.2), jak ukazuje pouziti specifickych
inhibitordl. Studie redukce metyraponu provedené na klidovych burnkach
Mycobacterium aurum v pfitomnosti kvercetrinu nebo fenobarbitalu ukazaly, ze
oba inhibitory maji vliv na biotransformaci metyraponu. Kvercetrin indikuje
znacnou spoluucast karbonylreduktasy (SDR) a fenobarbital indikuje ucast
aldehydreduktasy pfi redukci metyraponu. Tvorba metyrapolu se déje
v pritomnosti bud NADPH nebo NADH jako kofaktoru (Combourieu et al. 2004).

Metyrapon (+/-) — Metyrapol
OH &
N \N
=
N

Obr. 1: Metyrapon a jeho metabolit.
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DAUNORUBICIN

Daunorubicin (obr. 2) je antracyklinové antibiotikum izolované ze Streptomyces
ceruleorubidus. Je to Cerveny krystalicky prasek dobfe rozpustny ve vodé.

Daunorubicin je metabolizovan prfedevSim cytosolickymi reduktasami
karbonylu na C13-ol metabolit. Karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184), AKR1C2 (EC
1.3.1.20) vykazuji redukéni aktivitu pfi pH 6,0 a aldehydreduktasa AKR1A (EC
1.1.1.2) vykazuje aktivitu pfi pH 8,5 (Schroterova 2004).

Obr. 2: Daunorubicin.

DL-GLYCERALDEHYD

DL-glyceraldehyd je endogenni substrat redukovany v cytosolu vétSiny savcich

organu na glycerol aldehydreduktasou AKR1A.

ORACIN

Oracin, 6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-
indeno[1,2-c] isochinolin, je slibné cytostatikum pro oralni podani, které je jiz v Il.
fazi  klinického zkouSeni. Hlavnim metabolitem oracinu je 6-[2-(2-
hydroxyethyl)aminoethyl]-5-oxo-11-hydroxy-5,6-dihydro-11H-indeno[1,2-c]
isochinolin (DHO). Tento chiralni metabolit je tvofen redukci karbonylové skupiny
v pozici 11 molekuly.

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 1 (11B8-HSD 1, EC 1.1.1.146) se

ucastni u oracinu redukce karbonylu v mikrosomalni frakci jater potkana. 118-HSD
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1 je mikrosomalni enzym, jehoz fyziologicka uloha spociva v reversibilni
oxidoredukci glukokortikoidl. Navic se 1168-HSD 1 ukazuje jako multifunkeni
enzym, ktery katalyzuje redukci nesteroidnich karbonylovych slouc€enin, tim se
podili na detoxikaci riznych aldehydu a ketonu (Wsal et al. 2004).

Redukce karbonylu biologicky a farmakologicky aktivnich karbonylovych
slou€enin odpovidajici alkoholim je pfedevSim zprostfedkovana cytosolickymi
NADPH-dependentnimi enzymy. Cytosolicka karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184)
hraje pozoruhodnou ulohu v redukci karbonylu xenobiotik a je specificky
inhibovana quercetrinem. Karbonylreduktasa je Siroce rozsifena v tkanich Clovéka
a jinych savcu, katalyzuje NADPH-dependentni redukci rliznych karbonylovych
slou€enin. Bylo zjisténo, Zze na redukci oracinu se také podili cytosol, k redukci
dochazi prednostné v anaerobnich podminkach a za ucasti NADPH. Podle
citlivosti ke kvercetrinu (99% inhibice) je za tvorbu DHO v cytosolu jater potkana

pravdépodobné zodpovédna karbonylreduktasa(Szotakova et al. 2000).

ACENAFTENOL

Acenaftenol (1,2-dihydroacenaphthylen-1-ol) je substratem enzymi AKR1C1,
AKR1C4. AKR1C maiji bud extrémné nizkou nebo nedetekovatelnou reduktasovou
aktivitu u vétsiny dikarbonylt, aromatickych a alifatickych aldehydu, ketont. AvSak
ukazalo se, Ze mohou katalyzovat oxidaci 1-acenaphtenolu (obr. 3). Nizka
katalyticka aktivita AKR1C enzymu a jejich omezené rozSifeni v lidskych tkanich
ukazuje, Zze snad zaujimaiji specifické detoxifikacni reakce, které se odliSuji od
ostatnich zastupcul této nadrodiny. Je mozné, Ze lidské jaterni AKR1C4 a AKR1C1
pfitomné v jatrech, ledvinach a varlatech inaktivuji a udrzuji spravné hladiny

steroidnich hormont (O"Connor 1999).

..

Obr. 3: Chemicky vzorec acenaftenolu.
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2.1.2 Faze ll

Hlavni rozdil faze Il ve srovnani s fazi | je jeji synteticky charakter. K syntéze je
zapotfebi urCitd endogenni sloZka. Reakce Il. faze zasahuji do endogenniho
metabolismu a soutézi s endogennimi latkami o spole€ny enzym obsazenim jeho
aktivnihno mista. Ze syntetického charakteru konjugaci plyne i jejich endergonni
charakter a zavislost na dodavce energie. Konjugace vyrazné zvySuje polarni
charakter produktu; ten je obvykle tak vysoky a stupen ionizace témér uplny, Ze
konjugat uz neni schopen pronikat do bunék a je efektivné vyluCovan (Barnova et
al. 1991).

Ve srovnani se savCim hostitelem se metabolismus faze Il jevi podobné
limitovany jako u faze |. Helminté zfejmé nejsou schopni konjugovat fenoly a
karboxylové kyseliny s glycinem nebo glukuronovou kyselinou, tak jako je tomu u
obratlovcu. Byla u nich vSak prokazana schopnost N-acetylace pfi deaktivaci
biogennich amind a konjugace s glukdzou, sulfaty ¢i fosfaty v metabolismu
ekdysteroidd.  Bioaktivni peptidy jsou inaktivovany aminopeptidasami,
endopeptidasami a deamidasami. Zakladni reakci metabolismu faze Il je
konjugace s glutathionem, ktera je katalyzovana glutathion-S-transferasou (GST)
(Barrett, 1997).

2.1.2.1 Glutathion-S-transferasa

Glutathion-S-transferasy (GST) jsou multifunkéni proteiny, které byly nalezeny
témér ve vSech rostlinnych a ZivoCisSnych tkanich. Jedna se o dimery
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 50kDa. Kazdy monomer ma vazebné misto pro
glutathion (G-site) a pro vodik (H-site). Transferasy jsou obvykle pfitomny
v tkanich jako série isoenzymd, které mohou byt bud homo- nebo heterodimery.
Isoenzymy jsou Casto tkanové specifické. NejvysSi hodnoty GST aktivity byly
naméfeny u tfid Cestoda a Trematoda, niz8i u Nematoda. Aktivita u
gastrointestinalnich parazitl je vy$Si nez u parazitd krevnich Ci tkanovych. To
muze souviset s cytoplazmatickym tegument, ktery Cini Cestoda a Trematoda

citlivéjSi na pFitomnost xenobitik a sekundarnich metaboliti v gastrointestinalnim
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traktu hostitele. U savcu je asi 10% GST aktivity spojeno s mikrosomy, avSak zda
se, ze u helmintd jsou GST pouze v cytoplasmé. VSichni dosud zkoumani parazité
obsahovali nékolik GST isoenzymu, ackoliv ve vétSiné pfipadd byl jeden isoenzym
hlavni a nékolik minoritnich. VSechny dosud izolované isoenzymy u Platyhelmintes
jsou homodimery s identickymi podjednotkami, u Nematod byly nalezeny i
heterodimery.

Savci cytoplasmatické GST isoenzymy mohou byt rozdéleny na zakladé jejich
enzymatickych vlastnosti a podle N-konce aminokyselinové sekvence do Ctyr
nadrodin alfa, mi, pi a théta. Pokusy na enzymy &ervi za pouziti modelovych
substratl a inhibitorl ukazuji, Ze nezapadaji do tohoto schématu. U Nematod byla
nalezena smés alfa, mi a pi typu. GST dosud izolované z Cestod jsou
nejpodobnéjsi mi tfidé savc€ich GST.

U obratlovcl a hmyz( muze byt aktivita GST indukovana a u savcl existuje
xenobiotické regulaéni misto a regulace oxidaénim stresem spojena
s transferasovym genem. U tasemnice H. diminuta vzrUstaji hladiny GST po
expozici fenobarbitalem, byla také zjisténa indukce aktivity GST xenobiotiky u

Echinococus granulosus a Schistosoma mansoni (Barrett, 1997).

2.1.2.2 UDP-glukuronosyltransferasa (UGT)

UDP-glukuronosyltransferasy jsou integralni proteiny s hlavni ¢asti proteinu
obsahujici katalytickou doménu lokalizovanou v Ilumen endoplazmatického
retikula. Oblast 15 — 20 aminokyselin C-konce je upevnéna v membrané
endoplazmatického retikula. Pfedpoklada se, Ze aglykon vazajici misto je na N-
konci polypeptidu UGT, které je v oblasti proteinu, jez vykazuje nejvétsi variabilitu
mezi UGT isoenzymy. UDP-glukuronovou kyselinu vazajici doména je ve vysoce
konzervativni poloviné C-konce proteinu (Coffman et al. 1996).

UDP-glukuronosyltransferasy jsou rodinou enzymu 2. faze metabolismu, které
katalyzuji konjugaci xenobiotik s glukuronovou kyselinou a vznikaji glukuronidy.
Tyto konjugaty sméfuji ke snizeni biologické aktivity, ke snizeni distribuce a
zvySeni exkrece z téla (Webb et al. 2004).
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2.1.3 Faze lll

Konjugace s glutathionem normalné snizuje chemickou reaktivitu. Konjugaty
s glutathionem jsou vSak znaénymi inhibitory GSH dependentnich enzymd.
Z tohoto divodu musi byt konjugaty s GSH 2z buriky odstranény 3. fazi
metabolismu. V sav€ich tkanich jsou konjugaty s GSH transportovany z bunék
prostfednictvim ATP dependentniho transportniho mechanismu. Savci jsou
schopni daldiho metabolismu GSH konjugatl napfiklad na Kkyselinu
merkapturovou. ZvySeni poctu tegumentalmich transportnich mist muidze byt
jednim z mechanismU zahrnutych ve vyvoiji Iékové rezistence.

GST je soucasti antioxidacniho obranného systému parazita, a aby byl
efektivni, musi pusobit na povrchu parazita nebo v jeho blizkosti. GST a glutathion
peroxidasa mohou byt asponi pfechodné vystaveny na povrchu motolic a
tasemnic, zatimco sekre¢ni formy téchto dvou enzym( byly popsany u hlistic.
Jestlize tyto mimotélni enzymy jsou katalyticky aktivni, mohly by byt spojeny
s urcitou formou tegumentalniho transportniho mechanismu.

U parazitickych helmintd chybi ddkaz pfemény konjugatu na dalSi derivaty.
Pokusy zméfit aktivity enzymU katalyzujici tyto reakce vedla jen k nizkym
hodnotdm u jednoho z nich — cystein konjugat B-lyasy. Konjugaty s glutathionem
jsou tedy exkretovany v nezménéné podobé a to prostfednictvim pumpy o
zakladnich charakteristikach shodnych s membranovym pfenaseCem u savcu.
Pumpa pro GSH konjugaty u tasemnic je docela aktivni, srovnatelna se sav€im
systémem.

Alternativou metabolismu a transportu mulze byt sekvestrace. V burkach
dochazi k sekvestraci prostfednictvim proteind specificky vazicich toxické
slouCeniny. U nematod byly nalezeny metalothioneiny, bilkoviny vazici toxické
kovy (Pb, Zn, Cd). V sav€ich i parazitarnich bunkach se nalézaji dvé hlavni
skupiny proteind vazici xenobiotika: ligandiny Y a Z. Ligandiny Y jsou v podstaté
GSH-transferasy schopné vazat fadu neutralnich i nabitych slou€enin a tézké
kovy. Ligandiny Z jsou nizkomolekularni bilkoviny vazici mimo jiné mastné
kyseliny, jejich CoA derivaty, steroly, lysofosfolipidy, nepolarni organické

slouceniny (hem, bilirubin). Nova tfida téchto proteinl, ktera je schopna vazat
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nasycené i nenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (ale ne jejich CoA
estery), steroidy a rfadu antihelmintik (nikoliv v8ak benzimidazoly, ivermektin a
prazikvantel), byla objevena v M. expanza. Tyto bilkoviny maji kromé detoxifikacni
funkce i funkci transportni, usnadnuji napfiklad pfesun antihelmintika na specifické

misto uvnitf parazitarni bunky (Barrett, 1997).

2.2 HAEMONCHUS CONTORTUS

2.2.1 Vlasovka slezova a jeji vyvojovy cyklus

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je pfevladajici gastrointestinalni
parazit u ovci a koz (Tiwari et al. 2006). Nalezi do tfidy Secernatea, podtfidy
Rhabditia, fadu Strongylida, Celedi Trychostrongylidae. Samecci jsou velci 10 az
20 mm a samicky 18 az 30 mm. VajiCka jsou ponékud naZloutla 70 az 85 pm
dlouha a 41 az 44 pm Siroka.

Dospéli samecCci a samicky Ziji ve slezu pfezvykavcl. Samicka klade denné
5000 az 10000 vajicek, které se dostavaji do prostfedi ve vykalech

(www.ucdnema.ucdavis.edu).

Obr. 4: Vlasovka slezova.

Haemonchus ma pfimy vyvojovy cyklus, ktery probiha pres tfi larvalni stadia
(L1-3). Zivotni cyklus je rozdélen na dvé faze: volné Zijici stadium a parazitické

stadium uvnitf hostitele. Vaji€ka jsou uvolnéna do prostiedi ve vykalech a z né&j se
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vyviji pfes prvni (L1) a druhé (L2) larvalni stadium infekéni L3. Haemonchus
contortus je pozien spolu s travou a nasledné putuje do slezu, kde se larva vyviji
do sexualné zralého dospélého stadia.

Environmentalni podminky maji hlavni vliv na populaci paraziti. Vlasovka
slezova je dobfe adaptovana na teplé a vihké prostfedi. Rada studii zkoumala
environmentalni proménné, jez determinuji uspéch vyvojového procesu vnéjsich
stadii H. contortus, od vajicka k 3. larvalnimu stadiu. Pro haemoncho6zu ovci byla
zjisténa spodni hranice teploty 18°C a minimalni mési¢ni srazky 50 mm. Optimalni
podminky pro vyvoj z vajicka po L3 je 28°C a vlihkost nad 70%, vyvoj je omezen
nebo zastaven pfi teploté pod 9°C. Vyvoj vnéjSich larvalnich stadii a ukonceni
jejich zivotniho cyklu je omezeno v chladnéjSim mirném klimatu (Waller 2005).

H.contortus spolu s dalSimi parazity dobytka vykazuje zna¢nou ekologickou a
biologickou plasticitu vici nepfiznivym podminkam, jak vnéjSiho prostiedi, tak
prostfedi hostitele. V soucCasnosti se H. contortus stava vyznamnym takeé
v oblastech mirného podnebi. Podrobné ekonomické hodnoceni znovu ukazuje,
Ze hlavni ztraty se tykaji spiSe ZivoCisSné produkce nez mortality.

Jak bylo vySe zminéno, Zivotni prostfedi ma zasadni vliv na rozvoj nematodoz.
Onemocnéni je determinovano predevSim pocasim, jmenovité teplotou a
mnozstvim srazek. Jestlize je jedna z téchto podminek nepfizniva (teplota a/nebo
vihkost je pfilis nizka), maze dojit k prferuSeni vyvoje od vylihnutych vajiCek
k larvalnim stadiim. Tedy teplota i srazky jsou dullezitymi parametry, které fidi
tento proces v mirném podnebi, zatimco v tropech/subtropech jsou limitujicim
faktorem pouze srazky, teplota je vzdy dostateCné vysoka pro vyvojovy proces.
Tedy, ve vlhkych tropech/subtropech jsou podminky na pastvach pfiznivé
viceméné nepretrzité. V mirném pasu byvaji Casto obdobi, kdy je omezen
vyvojovy proces, kdy je redukovana larvalni dodavka, a tyto obdobi Ize vyuZit ke
kontrole onemocnéni.

Na rozdil od chovu dobytka v mirnych oblastech, kde je provadéno zimni
ustajeni a/nebo chybi pastva, chov v tropech/subtropech je charakterizovan
celoro¢ni pastvou. Tak je larvalni dodavka viceméné nepretrzitd a vSechen
dobytek je pravdépodobné infikovan. I kdyz  farmafi v fadé
tropickych/subtropickych oblastech nemaiji finan¢ni prostfedky, znalosti nebo i vuli
oSetfovat zvifata pomoci léku, jsou zde pfipady zemi se zcela opaénym pristupem
(Waller et al. 2004).
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2.2.2 Onemocnéni a diagnostika

H. contortus zUstava ve slézu pfichycen na mukézu nebo je volny v obsahu
slézu, a protoze se Zivi krvi, je Castym klinickym projevem infekce anémie (Alvarez
et al. 2000). Zpusobuje hypoalbuminémii a Casto vede ke sniZzeni obsahu proteina.
Mlze také vést krychlej§imu uhynu mladych ovci oproti jinym helmintézam
(Alvarez et al.2000). Je znamé, Ze v prubé&hu fatalni hemonchdzy se méni barva
spojivek z tmavé Cervené u zdravych ovci, pfes svétle rizovou az k prakticky bilé
jako vysledek progresivné se zhorSujici anémie. Jednotlivé stupné anémie
projevujici se ve spojivkové mukdzni membrané lze zkoumat jak fotografovanim
mukozni membrany, tak uréenim hematokritu (van Wyk, Bath 2002).

Dobytek s tézkou infekci H. contortus ztraci odolnost, ma bledé dasné a
spojivky. Tyto znaky ukazuji na velmi vysoké zatizeni zvifete parazitem, EPG je
vic nez 10000. PrirGstek vahy a vytézek viny klesa na nulu (nebo dochazi k ubytku
vahy). U zvifata s leh&im zatiZzenim (EPG je 500 az 2000) mize dojit k omezeni
rlstu viny, sniZzeni produkce mléka a redukci rastu (www.wormboss.com.au).

H. contortus je patrné jedinym nematodem ovci a koz, ktery mize byt pfesné
diagnostikovan bez pouziti laboratorniho testovani. Bé€znym pfiznakem je akutni
anémie. H. contortus je povazovan za nejvice patogenniho parazita malych
pfezvykavcl, ma vysoky bioticky potencial a muze zplsobit ztraty ve vSech
zivocCiSnych tfidach. Ackoliv se vyskytuji smiSené infekce s jinymi nematody, jsou

vajiCka tohoto parazita stale dominantni na pastvach (Waller 2005).

2.2.3 Kontrola a lécba

Helmintézy jsou velkym medicinskym problémem jak u lidi, tak u domacich
zvifat. Navic helmintézy dobytka zpusobuji znacné ekonomické ztraty, pfedevsim
v oblastech s rozSifenou pastvou. Nastésti dostupnost bezpecnych a
Sirokospektrych anthelmintik pomohla redukovat dopad fady parazitéz. Moderni
anthelmintika jsou vysoce uc€inna vi¢i dospélym i nedospélym stadiim vSech

dllezitych gastrointestinalnich nematod stejné jako proti mnoha extraintestinalnim
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gerviim. Rada t&chto légiv je dobfe snasena hostitelem a v nékterych pfipadech
probiha IéCba v jedné oralni davce (Kohler 2001).

Ackoliv anthelmintika poskytuji mnoho ekonomickych vyhod, jejich hojné
rezistence paraziti prezvykavcu na anthelmintika. DalSimi velkymi riziky jsou
rezidua v mléce a mase a riziko nahodné ekotoxicity prostfednictvim vystaveni

vlivu I&Civ u bezobratlych (v€ely, motyli) v okolnim prostfedi (Coyne, Brake 2001).

2.2.3.1 Anthelmintika
Znamymi cilovymi misty |éCiv jsou proteiny, a to iontové kanaly, enzymy,

strukturalni bilkoviny a transportni molekuly (tab.1) (Kéhler 2001)

Tab.1 :Cilova mista bézné pouzivanych anthelmintik.

Neznamy

lontové kanaly Mikrotubuly Bioenergetika mechanismus
Tetrahydropyrimidiny Benzimidazoly Salicylanilidy Praziquantel
(Pyrantel, Morantel) (Closantel)
Imidazothiazoly Chlorované Triclabendazol
(Levamisol) sulfonamidy
Makrocyklické laktony (Clorsulon)
(lIvermektin)
Piperazin

Benzimidazoly

Zavedeni thiabendazolu (TBZ) vroce 1961 znamenalo pralom v lécbé
gastrointestinalnich parazitéz. Diky Sirokému spektru ucinku TBZ a jeho nizké
toxicité u savcu se stal standardem proti kterému se posuzuji dalSi odvozené
benzimidazoly (BZ) (Lacey, Gill 1994).
ultrastrukturalni zmény v intestinalnich burikach oblych Cervl i v tegumentalnich
bunkach tasemnic. Na zakladé mizeni cytoplasmatickych mikrotubull, bylo

usouzeno, Ze benzimidazoly vedou Kk inhibici mikrotubuly zprostfedkovaného
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transportu sekre¢nich vesikull . Tyto pfedloZzené léCivem navozené fyziologické
reakce byly sou¢asné podporeny sledovanim, Ze letalni uc€inek fenbendazolu u H.
contortus je spojen sinhibici transportu sekreCnich vesikulld ve stfevé
nasledované rozptylenim obsahu vesikul. Biochemicka podstata plsobeni BZ je
zalozena na schopnosti vazat se s vysokou afinitou na podjednotku mikrotubulu,
tubulin, tim se poruSi struktura a funkce mikrotubulu. Studie s klasickym
antimitotickym Ccinidlem kolchicinem ukazaly, Ze se tato latka vaze na tubulin
prednostné pfi polymerizaci. Data ziskana z fluorescencni spektroskopie ukazala,
Ze kolchicin vazajici misto je na monomeru beta-tubulinu. Podobny mechanismus
muze byt zodpovédny za inhibici polymerace tubulinu u BZ, zda se tedy, ze
vazajici misto téchto latek je na beta-tubulinu. Mikrotubuly jsou vysoce dynamicke,
vSudypfitomné bunécné organely, které slouzi riznym vitalnim funkcim zahrnuijici
mitdzu, pohyb a transport ve vSech eukaryontnich burikach. Mnoho téchto struktur
existuje v dynamickém rovnovazném stavu, ve kterém je v rovnovaze spojovani a
rozpojovani podjednotek. V takovémto systému interakce léCivo-tubulin vyusti
V posun rovnovazného stavu, dojde ke ztraté sité mikrotubull a kumuluje se volny
tubulin. Mikrotubuly hraji kli€ovou roli v fadé bunéénych procesu, jejich latkou
navozena destrukce muze vést ke smrti organismu. Podstata vysoké selektivni
toxicity benzimidazolovych anthelmintik neni zcela jasna, ale zda se, Ze vazba
léCiva s Cervem musi byt siln€jSi a irreverzibilni ve srovnani s vazbou na savci
tubulin (Kéhler 2001).

V predlozené praci byla sledovana biotransformace anthelmintika ze skupiny
BZ, a to flubendazolu. Flubendazol je p-fluorovany analog mebendazolu, tj.
methyl-(5-(4-fluorobenzoyl)-1-H-benzimidazol-2-yl)karbamat s Sirokym spektrem
ucinku proti hlisticim a tasemnicim. Biologicka dostupnost flubendazolu a
anthelminticky  u€inek zavisi na perzistenci hladiny uc¢inné  latky
v gastrointestinalnim traktu a plazmé hostitele. Pfedpokladem pro uplnou ucinnost
je také dostate¢né dlouha doba kontaktu s parazitem. U pfezvykavcu je ucinnost
vSeobecné vySSi nez u monogastrickych zvifat, zejména masozravcli a to diky
delSimu zadrzovani latky v bachoru a slepém stfevé. Kratka stfevni pasaz u
masozravcl podmifiuje nizkou biologickou dostupnost. Jak bylo vySe popsano
vazbou léCiva na volny tubulin je inhibovana polymerizace tubulinu na mikrotubuly.

Dochazi ke snizeni pfijmu a intracelularniho transportu Zivin a substratu. Zejména
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snizeny pfijem glukézy vede k vyhladovéni parazita. Po vyCerpani zasob parazit

odumira a je za 2 — 3 dny vyloucen. Flubendazol ma také ovicidni ucinek.

Agonisté nikotinu

Tyto nejlépe komeréné dostupné antinematoda projevuji svlj ucinek
v nervovém systému parazita. Zastupci této skupiny puUsobi jako agonisté
acetylcholinu a patfi sem levamisol, tetrahydropyrimidiny (pyrantel a morantel) a
nékteré dalSi strukturné pfibuzné slouCeniny. SouCasné studie pouZzivaji
elektrofyziologické techniky, aby ukazaly, ze povrch somatickych svalovych bunék
nematoda ma nikotinové acetylcholinové receptory, jez mohou byt otevieny
pomoci nikotinovych anthelmintik. Navazani téchto sloucenin na odpovidajici
misto excitacniho receptoru vede k depolarizaci a spastické paralyze svalu Cerva
a vysledkem je vypuzeni parazita.

Nikotinovy receptor obratlovcu je dokonale prozkoumany iontovy kanal fizeny
ligandem pentamerni struktury sestaveny zruznych podjednotek. Detaily
biochemické podstaty nikotinového receptoru u nematod zatim nebyly odhaleny,
ale rysy podjednotkové sekvence a farmakologicky profil tohoto kanalu se podoba
receptoru u obratlovcd. Selektivni toxicita slouenin této skupiny je
pravdépodobné zaloZzena na jedineCnych vlastnostech nikotinového receptoru
nematod, které se zdaji byt farmakologicky odliSné od homolognich receptort u

vyssich zivocichu (Kéhler 2001).

Makrocyklické laktony

Tato tfida sloucenin zahrnuje avermektiny (napf. ivermektin a doramektin) a
nedavno vyvinuté milbemyciny (moxidektin), jez postradaji glykosidickou
substituci. Zastupci obou tfid antiparasitik jsou velmi uc€inné antinematoda,
insekticidy a akaricidy. Tyto |éCiva jsou Siroce pouzivana k lécbé nematodoz
zvirat, ale jsou to takeé léky volby u humanni onchocerkozy.

Makrocyklické laktony zpusobuji paralyzu somatické svaloviny Eerva a inhibuiji
prijem potravy blokovanim faryngedlni pumpy. Vyhladovéni cerva je
nematocidnim uc€inkem téchto slou¢enin. Somaticka svalovina je pfece jen méné
citliva k ivermektinu nez farynx, proto v terapeutickych koncentracich pusobi jako
inhibitory.
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Studie jasné ukazaly, ze fyziologickym mistem plsobeni téchto latek je rodina
glutamatovych receptort spojenych s chloridovymi kanaly, jez jsou specifické pro
bezobratlé a obsahuji a podjednotky. Tyto kanaly jsou ionotropni inhibi¢ni
membranové proteiny, které fylogeneticky souvisi s GABAa chloridovymi kanaly
obratlovcu a jsou také tvofeny spojenim podobnych podjednotek. Zda se, zZe
ivermektin plsobi jako agonista glutamatu a prodluzuje otevieni receptoru.
Navazani ivermektinu vede Kk irreverzibilnimu proudéni chloridovych iontl, coz
zpusobuje hyperpolarizaci bunéné membrany a paralyze sval(. Experimenty
ukazaly, ze misto vazajici ivermektin je na a-podjednotce zatimco glutamat
vazajici misto je lokalizovano na B-podjednotce. Mechanismus citlivosti
ivermektinu u oblych €ervu je vysoce komplexni a zahrnuje souhru mezi riznymi
a-typy glutamatovych  kanall jak ve faryngealnich  svalech, tak
v extrafaryngealnich neuronech. Selektivni uCinek makrocyklickych laktonl na
parazita je vysvétlen pasobenim na odliSnych chloridovych kanalech, které jsou
jedine¢né pro bezobratlé, ale chybi u obratlovcu. AvSak ve vyS$Sich koncentracich
muUze ivermektin interagovat nejen s chloridovymi kanaly nematoda, ale také
s GABA receptorem spojenym s chloridovym kanalem, coz ukazuje, Ze tyto latky
mohou byt toxické pro obratlovce s poSkozenou hematoencefalickou bariérou.
Zavazné CNS ucinky lé€by ivermektinem u obratlovcl mohou byt sniZzeny pomoci

P-glykoproteinové pumpy v hematoencefalické bariéfe (Kéhler 2001).

Dalsi anthelmintika

Snad s vyjimkou oxamnichinu a odvozenych slou€enin, je mechanismus uc€inku
méné prozkouman nez u vySe zminénych latek. Starsi latka, piperazin, pUsobi
jako GABA agonista otevirajici chloridové kanaly pfitomné na somatickych
svalovych burikdch. Navazani na tyto receptory vede ke zvySeni propustnosti
bunéfné membrany pro chloridové ionty a vysledkem je relaxace svaloviny a
paralyza ¢erva. Oxamnichin pasobi na helminta Schistosoma mansoni.

Primarni cil salicylanilidid a nitrofenoll a jejich selektivni toxicita u motolic,
tasemnic a krev sajicich nematod neni zatim zcela zfejma. Zastupci této skupiny
zasahuji do tvorby ATP rozpojenim mitochondrialni oxidacni fosforylace (Kdohler
2001).
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2.2.3.2 DalSi metody

Primarni metodou Kkontrolovani gastrointestinalnich infekci zpusobenych
nematody (GIN) je pouziti anthelmintik, ale tato strategie vedla ke zvySeni
prevalence rezistence na anthelmintika. V poslednich letech byly zkoumany nové
alternativy chemické kontroly GIN malych pfezvykavcu zahrnujici pouziti hub,
které niCi larvy, vakcinaci proti H. contortus a krmeni rostlinami, které obsahuji
kondenzované tfisloviny.

Kondenzované ftfisloviny jsou dlouhofetézcové polyfenolické sekundarni latky
produkované rostlinami, které mohou vazat bilkoviny nebo jiné makromolekuly.
Existuje fada zprav o potencialné dobrych (nizka dietni hladina kondenzovanych
tfislovin) a nezadoucich (vysoka koncentrace tfislovin) nutriCnich ucincich u zvirat
krmenych pici s obsahem kondenzovanych ffislovin, a to pfedevSim diky vlivu
téchto slou¢enin na metabolismus proteinu. Jiné zpravy informuji o prospéchu
tfislovin, jez redukovaly u dobytka infekce oblymi Cervy (Shaik et al. 2006).

Jiz bylo provedeno nékolik pokusu vyvinout vakciny Kk prevenci a
terapeutickému fizeni onemocnéni, které bylo zplUsobeno rezistentnimi parazity.
Byly popsany jedine¢né antigenni a biochemické charakteristiky bunééné linie
izolované z zivotaschopnych H. contortus Lz a in vitro rozmnozené v prostredi
tkanové kultury. Jednotlivé studie hodnotily antigenni specifickou humoralni
imunni odpovéd, jez byla indukovana po i. m. podani imunogenu vytvofenymi H.

contortus — odvozenymi bunécnymi liniemi (Coyne, Brake 2001).

2.3 REZISTENCE

NejobjektivnéjSim kritériem pro definovani lékové rezistence druhu je jeho
schopnost rist a vyvijet se v pfitomnosti takové koncentrace léCiva, které bud
citlivou populaci usmrti nebo inhibuje jeji rast (Stringfellow 1988).

Rezistence na anthelmintika byla poprvé popsana roku 1957 u parazita H.
contortus, ktery byl vystaven prolongované fenothiazinové expozici. Rezistence se
stala problémem i v novéjSich tfidach anthelmintik. Zda se, ze se rezistence
vyskytuje ve vSech tfidach anthelmintik pouzivanych k léCbé nematodoz. Byla

zaznamenana zkfiZzena rezistence i bo¢ni rezistence (Coyne, Brake 2001). Bo¢ni
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rezistence znamena situaci, kdy parazité rezistentni k jednomu antihelmintiku
urCité chemické tfidy zaroven jevi rezistenci k dalSim latkam téze skupiny.
Vyskytuje se napfiklad u benzimidazol(, imidothiazol( a avermektind.

O zkfizené rezistenci mluvime v pfipadé, kdy je parazit rezistentni na
antihelmintika z rdznych chemickych skupin. Vyskytuje se napfiklad mezi
imidothiazoly a organofosfaty (Sangster 1999).

RozSifené pouzivani a nevhodné davkovani anthelmintik vede ve spojeni
s dalSimi faktory k Iékové rezistenci, znamenajici hrozbu Ié€by helmintéz. Vyznam
a rozSifeni Iékove rezistence je silné spojeno s gastrointestinalnimi nematod6zami
prezvykavcl a konu. Rezistence parazit na anthelmintika muze byt také
definovana jako ztrata citlivosti v populaci €erva, ktefi byli dfive citlivi na dané
léCivo. V tomto procesu chemoterapie selektivné odstranuje citlive cCervy
z geneticky heterogenni populace, coz vede k zvySeni poctu jedincli nesoucich
geny udélujici Iékovou rezistenci, které jsou preneseny na potomstvo. Geny pro
rezistenci se v prubéhu nékolika generaci kumuluji tak, ze se zvySuje pocet Cervu
v populaci schopnych prezit nasledujici léCbu. Znalost mechanismu ucinku
antihelmintika a rozvoje rezistence mlze byt vyuzita pfi hledani cest k pfekonani
parazitarni rezistence nebo pfi vyvoji novych léCiv (Kohler 2001).

Mechanismus vzniku rezistence je C¢asteCné znamy u benzimidazold,
nikotinovych agonistu, antiparazitik ze skupiny makrocyklickych Ilaktonl a
oxamnichinu, zatimco biochemicka podstata rezistence u ostatnich latek (napf. u
praziquantelu, salicylanilid(l) je zcela neznama.

Mechanismus benzimidazolové rezistence byl intenzivné zkouman. Zjistilo se,
ze rezistentni Cervi ztratili afinitu vazebného mista pro tyto latky na podjednotce
mikrotubulu, coz dokazuji zkousky s navazanymi radioligandy. Studie molekularni
genetiky ukazaly, Ze rezistence na BZ u helmintd je spojena s vybérem
specifickych alel jednoho nebo dvou rlznych izotypu pB-tubulinu. PFi
experimentalnim infikovani ovci za pouziti H. contortus, se vyskytla ztrata alel
izotypu 1 velmi rychle a byla nasledovana vybérem €ervl nesoucich deleci izotypu
2. V dalSich studiich vyuzivajicich PCR techniku byl testovan v izolatu z vlasovek
vztah mezi BZ rezistenci a nahradou fenylalaninu za tyrosin v poloze 200 genu
kodujiciho B-tubulin. Rezistence na benzimidazoly u nematod spojena s jedinou
zameénou aminokyseliny (fenylalanin za tyrosin) v pozici 200 v molekule B-tubulinu

byla demonstrovana také u jiného parazita pFfezvykavcl, u Teladorsagia
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circumcincta. Experimentalni dikazy ziskané z pokusu s H. contortus a dalSimi
Cervy z Celedi Trychostrongylidae jasné ukazuji, Ze poCate¢ni rezistence na BZ je
spojena s bodovou mutaci v B-tubulin izotyp 1 genu a Ze vysledkem dalSi selekce
je kompletni ztrata alel izotypu 2 v populaci. Pro vysokou uroven rezistence je
vSak tfeba uvazovat o dalSich mechanismech (Kohler 2001).

Biochemicky mechanismus vzniku rezistence u nikotinovych agonista je,
podobné jako u BZ, spojen se zménou v cilovém misté. Levamisol rezistentni
Cervi vazou latku méné pevné nez citlivi jedinci. Studie ukazaly, Zze dochazi ke
zméné levamisol vazaiciho mista na B podjednotce nikotinového receptoru a
zména podjednotkové struktury receptoru u d&ervl vede krezistenci na
anthelmintika ze skupiny nikotinovych agonistu.

Rezistence na makrocyklické laktony je celosvétové rozSifena. Data ziskana
z riznych studii jsou sporna a ukazuji, ze pusobeni makrocyklickych laktonl a
mechanismu rezistence neni zcela porozuméno. Byla zjiSténa mutace genu
koédujicich a podjednotku glutamatového receptoru. DalSim terem rezistence
muze byt P-glykoprotein, ktery zprostfedkovava eflux léCiva.

Zda se, ze hlavnim mechanismem rezistence u helmint je ztrata receptor
nebo snizeni afinity cilového mista pro 1éCivo (Kohler 2001).

Pro odhaleni rezistence na anthelmintika u oblych &ervl Ize pouzit nasledujici
metody:

» Test redukce poctu vaji¢ek v trusu (FECRT — fecal egg count reduction
test), kdy se porovnava EPG (pocet vajiCek v 1 g trusu) v den aplikace a
0 10 — 14 dni pozdéji. Testovana populace Cervu je rezistentni, jestlize
je redukce EPG niZsi nez 95%.

= Test lihnuti larev (EHA — egg hatch assay) se pouziva k detekci
benzimidazolové rezistence. Metoda je zaloZena na ovocidnim ucinku
BZ a schopnosti vaji¢ek rezistentnich kmenu lihnout se ve vy3$Si
koncentraci BZ nez je tomu u citlivych kmend.

» Test vyvinu larev (LDA - larval development assay) je spolehlivy pfi
detekci benzimidazolové a levamizolové rezistence . Metoda je
zalozena na schopnosti larev oblych cervli pfezivat a vyvijet se
v prostifedi s riznou koncentraci anthelmintika.

Tyto testy jsou vSak limitovany nizkou citlivosti, vy$Simi naklady a jsou pracné.

Naproti tomu jsou molekularni zkousky rychlé, citlivéjSi a levnéjSi. Molekularni
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testy detekuji mutaci B-tubulin izotyp 1 genu v poloze 200, ktera je spojena s BZ

rezistenci u oblych Cerva (Tiwari et al. 2006).

Souhrn opatfeni proti rezistenci vuci antihelmintikim se soustfedi zejména na
prevenci. Az na druhém misté jsou pokusy o zvladnuti jiz rozvinutého stavu. Pfi
studiu moznosti prevence rezistence je nezbytné charakterizovat faktory, které
pusobi pfi jejim vzniku a S$ifeni. Témito faktory jsou pfedevSim: podavani
nedostate¢né davky IéCiva, vysoka frekvence dehelmintizace, kontinualni
pouzivani jednoho typu antihelmintika a pfesuny zvifat nakaZzenych rezistentnimi
nematody (Corba et al. 2001).
frekvence pouzivani antihelmintik. Toho Ize docilit nadasovanim |éCby tak, aby
byla v souladu s enviromentalnimi vlivy, které reguluji rozSifeni parazitl v pfirodé.
Uspésnost tohoto schématu je obtizn& méfitelna, protoze plivodni rozsifeni
rezistence je vétSinou neznamé a dalSi faktory, jako napfiklad pocasi, nejsou
konstantni. Tento postup zfejmé& nezastavi rozvoj rezistence, ale muze byt
efektivni v prodlouzeni doby ucinnosti nékterych skupin antihelmintik (Sangster
1999).

Nejsnadnéji se selekce uplatfiuje pfi u€innosti 1é€iva 90-99,99%. Vyvarovani se
tomuto intervalu by mélo pfinést vysledky. VysSSi u€innost znamena v podstaté
uplné vymyceni populace a tak i rezistentnich genu. Snizena uc€innost pak
pfedstavuje redukci selekéniho tlaku (Sangster 1999).

Jednou z moznosti, jak zvySit procento ucinnosti nad hranici 99,99% a tak i
potlacit vyvoj rezistentnich kmenu je pouzivat kombinace antihelmintik. Napfiklad
kombinace benzimidazoll s levamizolem byla v nékterych oblastech (Australie,
Novy Zéland) dlouho pouzivana, avSak ani tento postup rozvoji rezistence
nezabranil (Waller 1994).

| pfes Sirokou Skalu antihelmintik pouzivanych v prevenci a regulaci nakaz
pfezvykavcl a pfes mnozstvi kontrolnich programu zavedenych do velkochovu
stale chybi uc¢inné opatfeni, které by Sifeni rezistence zastavilo. Jadrem problém
souvisejicich s Ié€bou antihelmintiky je podle J. Williamse dlouhotrvajici koncepce
rozSifena v zivoC€iSné produkci, podle které staci k obrané proti parazitim a jejich
ucinkim na hostitelsky organismus pouzivani antihelmintik. Spolu s rozvojem

rezistence tento postup pfinasi znepokojeni v oblasti enviromentalni toxicity,
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tkanovych rezidui a nadmérnych finanCnich investici do vyvoje novych
antiparazitarnich 1éCiv. Pokroky byly uCinény ve vyzkumu alternativnich metod
ochrany pfed helminty, napfiklad pouziti vakcin, selekce odolnych chovnych kusu,
regulatory rastu nematod (Williams 1997).
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3. CIL PRACE

Cilem rigor6zni prace bylo:

1) Pripravit subcelularni frakce homogenatu vlasovek slézovych.

2) Studovat metabolismus flubendazolu, lokalizovat a charakterizovat

enzymy metabolizujici flubendazol a stanovit kinetické parametry.

3) Stanovit aktivity oxidac¢nich, reduk&nich a konjugacnich enzymu vaci

modelovym xenobiotikim.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. CHEMIKALIE, PRISTROJE, BIOLOGICKY
MATERIAL

4.1.1 Chemikalie

e 1-chlor-2,4-dinitrobenzen
e Acenaphtenol

e Albendazol

¢ Albendazolsulfoxid

e Daunorubicin

e Dimethylsulfoxid

e DL-glyceraldehyd

¢ Draselno-fosfatovy pufr 0,1 M pH 6,0
e Flubendazol

e Flubendazol redukovany
e Glutathion redukovany

e Hovézi sérovy albumin (BSA)
e Metyrapon

e MgCl, 0,1 M

e NADPH

e Oracin

e Pentoxyresorufin (PROD)
e p-nitrofenol

e Tris pufr 0,1 M pH 8,9

e Tris-HCl pufr 0,1 M pH 7,4
e Tris-HCI pufr 0,2 M pH 8,5

e UDP-glukuronova kyselina
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4.1.2 Pristroje

¢ Analytické vahy Scaltec SBC 22

e Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

e Concentrator 5301

o Ctecka Biorad, Microplate Leader, model 550

e Digitalni pH — metr Jenway LTD 3020

e Laboratorni magneticka michacka IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
e Laboratorni pfedvazky OWA Labor

e Luminiscenéni spektrofotometr Perkin EImer LS 50 B

e Thermoblok s nastavcem Thermomixer Eppendorf

e Ultracentrifuga Sorvall OTD Combi

e Ultrazvukova lazen Tesla UC 005 AJ 1

e Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus Bandelin HD 2070
e UV - VIS spektrofotometr Unicam Helios 3

¢ Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (HPLC)

4.1.3 Biologicky material

Jehnata ovce domaci (cca 2- 3 mésice stard) byla infikovana p.o. suspenzi
s 5000 larvami L3 H. contortus. Po 6 tydnech byla jehfata usmrcena a slézy
s vlasovkami pfevezeny do laboratofe. K ziskani Zivych dospélych vlasovek byla
vyuzita metoda agarovych sit. Ziskané vlasovky byly opakované promyty
fyziologickym roztokem (37°C) a nasledné zamrazeny v hlubokomrazicim boxu na
-80°C.
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4.2 PRACOVNI POSTUP

4.2.1 Priprava pufri a médii

Sodnofosfatovy pufr 0,1M pH 7,4

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé slozky: 1000ml 0,1M roztoku dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 35,8g Na,HPO4 12H,0) a 250ml 0,1M
roztoku  dihydratu  dihydrogenfosforeChanu  sodného  (navazka 3,99
NaH,PO4-2H,0). Za stalého michani a kontroly pH byly tyto roztoky slévany az

bylo dosazeno pozadované hodnoty pH 7,4.

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

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

kontroly pH. Pufr byl doplnén redestilovanou vodou na 500 ml.

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

Navazka 2,42 g trishydroxymethylaminomethanu byla rozpusténa ve 100 ml
redestilované vody a pH upraveno pfilévanim 0,2 M HCI na 8,5 za kontroly na pH-

metru.

Tris-HCI pufr 0,1M 8,9

Navazka 1,21 g trishydroxymethylaminomethanu byla rozpusténa ve 100 ml
redestilované vody a pH upraveno pfilévanim 0,1 M HCI na 8,9 za kontroly na pH-

metru.

Draselnofosfatovy pufr 0,17M pH 6,0
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Nejprve byly pfipraveny jednotlivé slozky: 0,1M roztok hydrogenfosforeCnanu
draselného a 0,1M roztok dihydrogenfosfore€nanu draselného. Za stalého michani
a kontroly pH byly tyto roztoky slévany az bylo dosazeno pozadované hodnoty pH
6,0.

Fosfatovy pufr 0,17M pH 6,5

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé slozky: 50 ml 0,1M roztoku dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (navazka 1,79 g Na;HPO4-12H,0) a 50 ml 0,1M
roztoku dihydratu dihydrogenfosforeCnanu sodného (navazka 0,78 g
NaH,PO4-2H,0). Za stalého michani a kontroly pH byly tyto roztoky slévany az

bylo dosazeno poZadované hodnoty pH 6,5.

Roztoky k experimentum in vitro

Dale byl pouzit roztok FLU-redukovany o koncentraci 10uM. Byl pfipraven

roztok o koncentraci 1 mM rozpusténim navazky FLU-redukovaného 3,15 mg
v 10ml DMSO.

Roztoky ke stanoveni kinetickych parametru redukce FLU

Pro stanoveni kinetickych parametrl redukce FLU bylo potfeba 6 roztokd o
koncentracich 25, 50, 100, 250, 500, 1000 a 2500uM. Nejprve byl pfipraven
zasobni roztok o koncentraci 10mM. Navazka FLU 3,134 mg byla rozpusténa
v 1ml DMSO.

Smisenim 100 pl zasobniho roztoku s 300 pl DMSO vznikl roztok A o
koncentraci 2,5mM (koncentrace v RM 25uM).

Roztok B o koncentraci TmM byl ziskan smisenim 200 ul roztoku A s 300 pl
DMSO (v RM 10uM).

Roztok C o koncentraci 0,5mM byl pfipraven smisenim 50ul roztoku A
s 200 yl DMSO (v RM 5uM).
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Roztok D o koncentraci 250uM byl pfipraven smisenim 50yl roztoku A
s 450 yl DMSO (v RM 2,5uM).

Roztok E o koncentraci 100uM byl pfipraven smisenim 50ul roztoku B
s 450 yl DMSO (v RM 1uM).

Roztok F o koncentraci 50uM vznikl smisenim 100pl roztoku E se 100pl
DMSO (v RM 0,5uM).

Roztok G o koncentraci 25uM vznikl smisenim 100 pl roztoku E s 300 pl
DMSO (v RM 0,25uM).

4.2.2. Priprava subcelularnich frakci

Vlasovky byly rozvazeny po stejnych dilech, bylo pfidano 12 ml 0,1 M
sodnofosfatového pufru pH 7,4 a byla provedena homogenizace za snizené
teploty ve sklenéném homogenizatoru rotujicim pistem a sonikace ultrazvukovym
hrotem (Sono puls). Homogenat byl prelit do kyvet a provedla se prvni
centrifugace (centrifuga Heraeus, program 3, tj. 20 min. na 5000 g pfi 4°C).
Supernatant byl prelit do Cistych kyvet a byla provedena centrifugace na 20 000 g,
po dobu 60 min. pfi 4°C (program 4) v téZe centrifuze.

Supernatant z 2. centrifugace byl prelit do centrifugacnich kyvet, které byly
vloZeny do rotoru ultracentrifugy Beckman, pfistroj byl naprogramovan na 105 000
g na 60 min.

K peleté z 2. centrifugace byly pfidany 3 ml sodnofosfatového pufru pH 7,4 a
opét byla provedena centrifugace v centrifuze Heraeus, program 4. Peleta byla
resuspendovana v glycerolovém pufru a takto byla ziskana frakce A. Tato frakce
pfi pfipravé subcelularnich frakci homogenatu tkani obsahuje prevazné
mitochondrie.

Supernatant z centrifugy Beckman je frakce B. Tato frakce pfi pfipravé
subcelularnich frakci homogenatu tkani obsahuje pfevazné cytosol. Peleta z této
centrifugace byla resuspendovana v sodnofosfatovéem pufru pH 7,4 a znovu
vloZena do centrifugy Beckman, supernatant byl vylit a k peleté pfidan pufr s 20%
(v/v) glycerolu, tj. frakce C. Tato frakce pfi pfipravé subcelularnich frakci
homogenatu tkani obsahuje pfevazné mikrosomy.

Tyto frakce byly zmrazeny a uchovavany pfi -80°C v hlubokomrazicim boxu.
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4.2.3 BCA stanoveni bilkoviny

Metoda je zaloZena na reakci aminokyselin vazanych v bilkovinach s Cu®*

v alkalickém prostfedi. M&d prechazi na Cu'*, ktera redukuje BCA (bicinchonovou
kyselinu) za vzniku fialového zbarveni, jehoz intenzita je pfimo umérna mnozstvi
bilkoviny a méfi se spektrofotometricky pomoci C&teCky Biorad pfi 562 nm.

Koncentrace bilkoviny ve vzorku se ziska z kalibraCni pfimky.

Byly pfipraveny roztoky:
Roztok A: NaHCO3;, Na,CO3, BCA v 0,1M NaOH
Roztok B: 4% CuS0O4.6 H,O

Roztok C: pfipraven smichanim 50 dilG roztoku A s 1 dilem roztoku B

Kalibraéni krivka:

Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). V den potieby byl
pfipraven 1% roztok (0,25025 g BSA se doplnilo do 25 ml redestilovanou vodou).
Z tohoto zakladniho roztoku bylo nafedénim pfipraveno Sest roztoku (viz tabulka

2), které byly pouzity pro sestaveni kalibracni kfivky.

Tab. 2: Pfiprava standardnich roztok( BSA pro ziskani kalibra¢ni kfivky

Koncentrace BSA Roztok 1% Destilovana voda
[ug/ml] BSA [ul] [ul]
1 |0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 |600 30 470
5 1800 40 460
6 1000 50 450
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Pro vlastni stanoveni bilkoviny byly jednotlivé subcelularni frakce nafedény 10x
redestilovanou vodou. Byla pfipravena dvé fedéni a z kazdého fedéni byly
pripraveny Ctyfi paralelni vzorky, tedy osm paralelnich méfeni pro kazdou frakci.

Do kazdé jamky na destiCce bylo pipetovano 10 ul vzorku bilkoviny (roztok
BSA nebo nafedéné frakce A, B, C) a 200 pl pracovniho roztoku C. Do prvni
jamky byla napipetovana pouze redestilovana voda. Po promichani se inkubovalo
pfi 37°C po dobu 30 minut. Pak byla na fotometrické Cte€ce Biorad zméfena
absorbance pfi 562 nm proti destilované vodé. Od hodnot absorbance vzorkl byl

odecten pramér hodnot absorbance slepych vzorku.
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4.2.4 Sledovani metabolismu FLU u viasovky slezové in vitro

4.2.4.1. Inkubace FLU se subcelularnimi frakcemi

Frakce A,B,C byly inkubovany s flubendazolem a koenzymy NADH nebo
NADPH. Souc€asné byly pfipraveny slepé vzorky, a to se subcelularnimi frakcemi

inaktivovanymi varem nebo bez biologického materialu nebo bez substratu.

Inkubacni smés obsahovala: 3 ul FLU

50 ul biologického materialu (frakce A, B, C)
100 pl vodného roztoku NADH nebo NADPH
147 pl fosfatového pufru pH 7,4

Celkovy objem reak&ni smési byl 300 ul v kazdé mikrozkumavce.

Inkubace probihala 30 min. pfi 37°C.

4.2.4.2 Inkubace redukovaného FLU se subcelularnimi frakcemi

VSechny tfi frakce byly inkubovany s 10uyM substratem redukovanym
flubendazolem za pfitomnosti NADPH v prostiedi fosfatového pufru pH 7,4. Byly
provedeny vzdy tfi paralelni stanoveni.

Inkubacni smés obsahovala: 3 ul roztoku redukovaného FLU

97 ul fosfatového pufru pH 7,4
100 ul biologického materialu (frakce A, B, C)
100p! vodného roztoku NADPH

Celkovy objem inkuba&ni smési byl 300ul v kazdé mikrozkumavce.
Byly provedeny i inkubace slepych vzorku. Bylo smiseno 100ul biologického
materialu s 200yl pufru bez pfFitomnosti substratu (od kazdé frakce jedno

stanoveni). Déle byl pfipraven slepy vzorek s obsahem 3pl roztoku redukovaného
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flubendazolu (o koncentraci 10uM) se 100pl roztoku NADPH a 197pl pufru, tedy
bez obsahu biologického materialu.
Inkubace probihala v plastovych mikrozkumavkach 60 minut pfi teploté 37°C.

Cas zadal byt méFen po pfidani biologického materialu do smési.

4.2.4.3 Stanoveni kinetickych parametri redukce FLU ve frakci B

Frakce B byla inkubovana s flubendazolem, bylo vybrano Sest koncentraci

substratu, pficemz od kazdé koncentrace probéhly Ctyfi paralelni inkubace.

Reakéni smés obsahovala: 3 Ml substratu

97 ul fosfatového pufru pH 7,4
100 ul biologického materialu (frakce B)
100 pl NADPH

Celkovy objem reakéni smési byl 300 ul v kazdé mikrozkumavce.

Byly inkubovany i slepé vzorky. PFi jejich pfipravé byl biologicky material
nahrazen pufrem. Od kazdé koncentrace substratu byl inkubovan jeden slepy
vzorek. Byl také inkubovan chemicky slepy vzorek (bez substratu) s obsahem
frakce B.

Vzorky byly inkubovany 60 min pfi 37°C.

4.2.4.4 Extrakce

Inkubace byla ukoncena pfidanim 30ul amoniaku. Ke smési bylo pfidano 0,7
ml octanu ethylnatého a intenzivné tfepano 3 minuty na tfepacce. Mikrozkumavky
byly vloZzeny do centrifugy. Centrifugace probihala 3 minuty pfi 5000 otackach,
poté bylo 600 pl organické faze preneseno do pfipravené vialky a extrakt odparen
v koncentratoru. Suché vzorky byly uschovany vchladu a temnu a pozdé&ji
vyhodnoceny pomoci HPLC.
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4.2.4.5 HPLC analyza

Vysokoucinna kapalinova chromatografie probihala na Schimadzu LC

chromatografu.

HPLC podminky:

Autosampler: SIL-10ADvP
Kolona: LiChroCART 250x3 mm
Napln: LiChrospher 60 RP-select B (5 um)
Detektor: spektrofluorimetricky RF-10AXL
Detekce: Eex =290 nm
Eem =320 nm
Mobilni faze : ACN : 0,025M fosfatovy pufr (pH 3,07) = 3:7 (v/v)
Priitok mobilni faze: 0,7 ml.min™
Nastfik: 50 ul
Cas: 25 min

4.2.5 Stanoveni aktivity oxida¢nich biotransformacnich

enzymu

4.2.5.1 Stanoveni aktivity pentoxyresorufindepentylasy (PROD)

Metoda PROD se vyuziva ke stanoveni aktivity isoforem CYP2B. Je zaloZena
na pridani substratu petoxyresorufinu, relativné specifického pro tuto podrodinu,
k mikrosomalni frakci. CYP2B oxidac¢né dealkyluje tento substrat na fluoreskujici

produkt — resorufin a prirtstek fluorescence je méren na spektrofluorimetru.

Reakéni smés:
e 885 ul pufr 0,1 M Tris-HCI pH 7,4
e 50 pl kofaktor 0,1 M MgCl,
e 5 pl substrat 0,5 mM v DMSO (dimethylsulfoxid)
e 10 yl NADPH 50 mM v Tris pufru (0,4 mg NADPH/vzorek)
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e 50 ul frakce A, resp. C
¢ 10 ul standardni pfidavek resorufinu 0,34 uM

Celkovy objem v kyveté byl 1 ml.
Pfed vlastnim méfenim bylo nutno nastavit parametry na pfistroji. Byly

nastaveny tyto parametry:

VInova délka excitacni: 530 nm

Vinova délka emisni: 585 nm
ExcitaCni Stérbina: 10nm
Emisni Stérbina: 20 nm
Teplota: 37°C
Délka inkubace: 180 s

Zakladni linie (baseline) byla nastavena pfed kazdym méfenim na nulu.

Roztoky NADPH, specificky substrat a frakce A a C byly umistény v ledové
tFisti (z dvodu nizsi stability). Pufr byl temperovan na teplotu 37°C.

Do kyvety byl napipetovan pufr, kofaktor, specificky substrat a frakce A nebo C
a byl spustén zaznam na fluorimetru. Po 50 s byl do kyvety pfidan NADPH, ktery
spustil enzymovou reakci. Po 150 s byl do kyvety pfipipetovan standardni pfridavek
resorufinu. Pfed méfenim dalSiho vzorku byl obsah kyvety odsat a kyveta byla
proplachnuta destilovanou vodou. Bylo provedeno mérfeni tfi paralelnich vzorku
s frakci A, pouze jedno méfeni s frakci C.

Pro vypocet aktivity plati vzorec:
a=(k/(B-A))n*D*60 [pmol/ml/min]

a...aktivita

k...smérnice

A...intenzita fluorescence na zacatku pfidavku resorufinu
B...intenzita fluorescence na konci pfidavku resorufinu
n...latkové mnozstvi standardniho pfidavku v 1 ml (3,4 pmol)
D...zfedéni

60..pfepocet na minuty
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Vztazenim aktivity na 1 mg bilkoviny lze ziskat specifickou aktivitu enzymu

[pmol/mg/min].

4.2.5.2 Stanoveni aktivity ethoxyresorufin-O-dealkylasy (EROD)

Metoda EROD se vyuziva ke stanoveni aktivity isoforem CYP1A. Je zalozena
na pridani substratu ethoxyresorufinu, relativné specifického pro tuto podrodinu,
k mikrosomalni frakci. CYP1A oxidacné dealkyluje tento substrat na fluoreskujici

produkt — resorufin a pfirtstek fluorescence je méfren na spektrofluorimetru.

Reakéni smés:
e 885 ul pufr 0,1 M Tris-HCI pH 7,4
e 50 pl kofaktor 0,1 M MgCl,
e 5 pul substrat 0,5 mM v DMSO (dimethylsulfoxid)
e 10 uI NADPH 50 mM v Tris pufru (0,4 mg NADPH/vzorek)

e 50 pl frakce A, resp. C
e 10 ul standardni pfidavek resorufinu 0,34 uM

Celkovy objem v kyveté byl 1 ml.

Pfed vlastnim méfenim bylo nutno nastavit parametry na pfistroji. Byly

nastaveny parametry stejné jako pfi méfeni PROD (viz kap. 4.2.7.1).

Zakladni linie (baseline) byla nastavena pred kazdym méfenim na nulu.

Roztoky NADPH, specificky substrat a frakce A a C byly umistény v ledové
tFisti (z divodu nizsi stability). Pufr byl temperovan na teplotu 37°C.

Do kyvety byl napipetovan pufr, kofaktor, specificky substrat a frakce A nebo C
a byl spustén zaznam na fluorimetru. Po 50 s byl do kyvety pfidan NADPH, ktery
spustil enzymovou reakci. Po 150 s byl do kyvety pfipipetovan standardni pfidavek

resorufinu. Pfed méfenim dalSiho vzorku byl obsah kyvety odsat a kyveta byla
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proplachnuta destilovanou vodou. Bylo provedeno méfeni tfi paralelnich vzorku
pro frakci A a jedno méreni pro frakci C.

Pro vypocCet aktivity plati vzorec:
a=(k/ (B -A)n*D*60 [pmol/ml/min]

a...aktivita

k...smérnice

A...intenzita fluorescence na zacatku pfidavku resorufinu
B...intenzita fluorescence na konci pfidavku resorufinu

n...latkové mnozstvi standardniho pfidavku v 1 ml (3,4 pmol)

D...zfedéni

60..pfepoCet na minuty

Vztazenim aktivity na 1 mg bilkoviny |ze ziskat specifickou aktivitu enzymu
[pmol/mg/min].

4.2.6 Stanoveni aktivity redukénich biotransformacnich

enzymu

4.2.6.1 Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Stanoveni aktivity redukénich enzymu je zaloZzeno na proméfeni poklesu
absorbance zpusobeném pfemé&nou NADPH na NADP* ve vzorku pfi 340 nm za
laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpcniho
koeficientu NADPH/NADP* £=6270 M™* cm™ Ize kvantitativng vyjadfit aktivitu
reduktas.

Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M, pH 6,0)
10pl substratu (1 mM)
10ul NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
50ul enzymu (frakce A, B nebo C)
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Po pfidani kazdé slozky do kyvety byla reakéni smés promichana. Pro
stanoveni byl pouzit draselno-fosfatovy pufr pfipraveny slévanim jednotlivych
slozek (300 ml 0,1 M K,HPO4 a 300 ml 0,1 M KH,PO,) pfi laboratorni teploté za
stalého michani a kontroly pH na pH-metru do poZadované hodnoty pH pufru
Zasobnim roztokem substratu byl vodny 0,1M roztok metyraponu (Mr = 226). Prvni
tfi slozky tvofily slepy vzorek (bez enzymu), na ktery byl spektrofotometr Helios 3
vynulovan. Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu, je nutno smés promichat.
Absorbance byla méfena na spektrofotometru Helios 3 pfi 340 nm vzdy v Case 0

minut a 4 minuty. Stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.

4.2.6.2. Stanoveni kinetickych parametri redukce metyraponu ve frakci B

Stanoveni aktivity metyraponreduktas je zaloZzeno na proméfeni poklesu
absorbance zpusobeném pfemé&nou NADPH na NADP* ve vzorku pfi 340 nm za

laboratorni teploty (25°C).

Reakéni smés v kyveté: Draselno-fosfatovy pufr (0,1 M, pH 6,0)
Substratu (1 mM)
NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
Frakce B

Objem reakéni smési v kyveté byl vzdy 1 ml. Byl napipetovan pufr, NADPH a
frakce B, smés byla protfepana na tfepacce a byl pfipipetovan substrat ve
vzristajici koncentraci (0,2 — 1,6 mM). Po promichani byla méfena absorbance na
UV-VIS spektrofotometru Helios B pfi 340 nm. Byly méfeny tfi paralelni vzorky.

Pro sestrojeni grafu a vypodteni kinetickych parametrd byl pouzit program
GraphPadPrism 4.

44



4.2.6.3 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu (pH 6,0)

Stanoveni aktivity redukénich enzymd je zalozeno na proméfeni poklesu
absorbance zpusobeném pfemé&nou NADPH na NADP* ve vzorku pfi 340 nm za
laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho
koeficientu NADPH/NADP* €=6270 M™* cm™ Ize kvantitativné vyjadfit aktivitu
reduktas.

Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M; pH 6,0)
10 pl substratu (0,01 mM)
10 yl NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
50 yl enzymu (frakce A, B nebo C)

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

Vzdy po pfidani jedné ze sloZek do kyvety byla reakéni smés promichana
nékolikerym prevracenim kyvety uzaviené parafinem a protfepanim. Prvni ftfi
slozky tvofily slepy vzorek na ktery byl Helios B vynulovan. Reakce byla
odstartovana pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance se odecitaly v ¢ase 0 minut

a 4 minuty pfi 340 nm. Stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich méfenich.

4.2.6.4 Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu

Stanoveni aktivity reduk&énich enzymul je zalozeno, podobné jako u vyse
uvedenych, na proméreni poklesu absorbance pfi 340nm zplsobeném preménou
NADPH na NADP”.

Reakéni smés v kyveté: 930 ul draselno-fosfatového pufru (0,1 M; pH 6,0)
10pl substratu (10 mM) — zasobni roztok 1 M
10ul NADPH (0,3 mM) — zasobni roztok 30 mM
50ul enzymu (frakce A, B nebo C)
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Objem reakéni smési byl vzdy 1 ml. Zasobnim roztokem substratu byl 1M
roztok DL-glyceraldehydu (Mr = 90,08) v dimethylsulfoxidu. Po pfidani kazdé
slozky byl obsah kyvety fadné promichan. Prvni tfi slozky tvofi slepy vzorek (pufr,
substrat, NADPH), na ktery byl spektrofotometr Helios B nulovan. Reakce byla
odstartovana pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance byly odecitany v ¢ase 0

minut a 4 minuty. Stanoveni bylo provedeno ve tfech paralelnich vzorcich.

4.2.6.5 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu (pH 8,5)

Stanoveni aktivity redukénich enzymu je zaloZzeno na proméfeni poklesu
absorbance zpusobeném pfemé&nou NADPH na NADP* ve vzorku pfi 340 nm za
laboratorni teploty (25°C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpcniho
koeficientu NADPH/NADP* £=6270 M™* cm™ Ize kvantitativng vyjadfit aktivitu

reduktas.

Reakéni smés v kyveté: 930 ul TRIS — HCI pufru (0,2 M; pH 8,5)
10 pl substratu (0,01mM)
10 pl NADPH (0,1 mM) — zasobni roztok 10 mM
50 ul enzymu (frakce A, B nebo C)

Celkovy objem reakéni smési v kyveté byl 1 ml. Pro stanoveni byl pouzit TRIS-
HCI pufr (0,2M; pH 8,5) pfipraveny slévanim jednotlivych slozek (100 ml TRISu a
22,4 ml 0,2M HCI) pfi laboratorni teploté za stalého michani a kontroly pH na pH-
metru do pozadované hodnoty pH pufru. Zasobnim roztokem substratu byl 1TmM
vodny roztok daunorubicinu (Mr = 564).

Pufr, substrat a NADPH tvorily slepy vzorek, na ktery byl spektrofotometr
vynulovan. Po pfidani kazdé ze sloZzek byla reakCni smés rfadné promichana.
Reakce byla vzdy odstartovana pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance byly
odecitany v ase 0 minut a 4 minuty, stanoveni bylo provedeno ve tfech

paralelnich vzorcich.
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Ziskané rozdily absorbanci v ¢ase 0 a 4 minuty u vySe uvedenych enzymu byly
pfevedeny na zmény absorbanci za minutu. Vztazenim aktivity na mg bilkoviny

byla ziskana specificka aktivita.

4.2.6.6 Stanoveni redukéni aktivity pomoci oracinu

Metoda je zalozena na inkubaci jednotlivych frakci s oracinem a nasledné

extrakci a HPLC stanoveni jeho metabolitu dihydrooracinu.

Inkubaéni smés o celkovém objemu 0,3 ml obsahovala:

e 0,4 ymol (0,15 mg) oracinu
e 0,6 ymol NADPH
e 0,1 mlfrakce B, resp. C

Do oznacenych mikrozkumavek bylo napipetovano
e 0,1 ml zdsobniho roztoku oracinu
e 0,05 ml roztoku NADPH nebo redestilované vody (slepy vzorek)

e 0,05 ml redestilované vody

Smés byla preinkubovana 5 minut pfi 37°C. Poté bylo do mikrozkumavek
pripipetovano 0,1 ml frakce B, pfip. C a reakéni smés byla promichana. Inkubace
(pfi 37°C) byla ukon€ena po 30 minutach ochlazenim inkubacni smési na 0°C
v ledoveé lazni a pfidanim 30 ul amoniaku nafedéného 1:3 redestilovanou vodou o
pH 10,5 — 10,8. Ke smési bylo pfidano 0,7 ml octanu ethylnatého a intenzivné
tfepano 2 minuty na tfepacce. Mikrozkumavky byly vilozeny do centrifugy.
Centrifugace probihala 3 minuty pfi 5000 otackach, poté byla horni vrstva byla
pfenesena do pfipravené vialky. Vytfepavani bylo zopakovano a spojené extrakty
byly odpafeny v koncentratoru. Suché vzorky byly uschovany v chladu a temnu a

pozdéji vyhodnoceny pomoci HPLC.
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HPLC podminky:

Autosampler: Hewlett Packard 1100
Kolona: ODS Hypersil C18 (4 x 250 mm)
Detekce: Ex 340 nm
Em 418 nm
Priitok mobilni faze: 1,5 ml min™
Tlak: 21 MPa
Mobilni faze: hexasulfonatovy pufr (pH 3,27) a acetonitril
(75:25)

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/ml/min]
a..... aktivita
X..... mnozstvi dihydrooracinu ve vzorku
30....doba inkubace

D.... zfredéni

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

enzymu [nmol/mg/min].

4.2.7 Stanoveni aktivity dehydrogenas acenaftenolu

Stanoveni aktivity acenaftenoldehydrogenas je zalozeno na méfeni pfirustku
absorbance zplisobeném pieménou NADP* na NADPH ve vzorku pii 340 nm za

laboratorni teploty.
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Reakéni smés v kyveté: 930ul TRIS pufru (0,1 M; pH 8,9)
10 pl substratu (1mM) — zasobni roztok 0,1M
10 yl NADP™ (1 mM) — zasobni roztok 100 mM
50 yl enzymu (frakce A, B nebo C)

Celkovy objem v kyveté byl 1 ml. Pro stanoveni byl pouzit TRIS pufr (0,1 M; pH
8,9). Zasobnim roztokem substratu byl 0,1 M roztok acenaftenolu (Mr = 170,2) v
DMSO.

Prvni tfi slozky (pufr, substrat, NADP") tvofily slepy vzorek, na ktery byl
spektrofotometr vynulovan. Po pfidani kazdé ze slozek byla smés fadné
promichana. Reakce byla odstartovana pfidanim enzymu. Hodnoty absorbance
byly odecitany v ¢ase 0 minut a 4 minuty, stanoveni bylo provedeno ve tfech

paralelnich vzorcich.

Ziskané rozdily absorbanci v ase 0 a 4 minuty byly pfevedeny na zmény
absorbanci za minutu. Vztazenim aktivity na mg bilkoviny byla ziskana specificka
aktivita.

4.2.8 Stanoveni aktivity konjuga¢nich enzymu

4.2.8.1 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT)

Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni pfemény p-nitrofenolu

na p-nitrofenolglukuronid za enzymové katalyzy UGT.

Reakéni smés:

e Substrat: 30 pl p-nitrofenol (0,556 mM). Navazka 1,16 mg byla pomoci
ultrazvuku rozpusténa v 15,00 ml redestilované vody.

e Konjugacni €inidlo: 30 yl UDP-glukuronova kyselina. Navazka 1,05 mg
byla rozpisténa v 1,5 ml redestilované vody.

e 20 ul TRIS pufr pH 7,4.
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e 20 ylenzymu
o Detergent: neionogenni detergent pro aktivaci UGT, pipetovany objem
byl vypocéten podle koncentrace proteinu ve vzorku. Byl zvolen pomér

detergent : protein (w/w) 1 : 2

Ze znamych hodnot koncentrace proteinu bylo vypo¢teno mnozZstvi detergentu,
ktery byl pfidan k frakci A, B, nebo C. 100 yl rozmrazeného vzorku frakce A, B,
resp. C s roztokem detergentu se inkubovalo pfi 4°C po dobu 20 min. Reakéni
smés byla pfipravena do mikrozkumavek umisténych v ledové lazni. Byly
pripraveny Ctyfi paralelni vzorky a dva paralelni slepé vzorky (bez UDP-
glukuronové kyseliny). Do mikrozkumavek byl napipetovan TRIS pufr, p-nitrofenol,
UDP-glukuronova kyselina a reakce byla zahajena pfidanim frakce A, B nebo C
s detergentem. Poté byly mikrozkumavky uzavieny, reakéni smés promichana a
mikrozkumavky se inkubovaly pfi 37°C 30 minut. Reakce byla ukon¢ena vlioZenim
zkumavek do ledu a pfidanim 50 pl kyseliny trichloroctové. Pak byl
deproteinizovany roztok centrifugovan 3 minuty pfi 5000 ot./min, 50 ul
supernatantu se pfidalo k50 pl 1 M NaOH uz pfipraveného v jamkach
mikrotitraéni desticky a po zbarveni se méfila na ¢teCce (BioRad) absorbance
nezreagovaného p-nitrofenolu pfi 415 nm. Hodnota absorbance vzorkd se
odecetla od hodnot absorbance slepych vzorka.

Vypocet aktivity byl proveden pomoci molarniho extinéniho koeficientu p-
nitrofenolu.

Aktivita byla vypoctena podle vzorce:
a=(A/g)*1000*D/30 [nmol/ml/min]
a..... aktivita
A..... absorbance
€..... extinéni koeficient pro p-nitrofenol (18,3 mM™.cm™)
D..... zfedéni ve vzorku

30.... doba inkubace (min)

Hodnota aktivity byla pfevedena na specifickou aktivitu enzymu [nmol/mg/min].
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4.2.8.2 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST)

Metoda je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-24-
dinitrophenylglutathionu za minutu za pouziti 0,1 M 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu a

0,1M glutathionu a enzymové katalyzy glutathion-S-transferasy.

Reakéni smés:
e Substrat: 10 pl 0,1 M 1-chlor-2,4-dinitrobenzen (Mr = 202,56).
Navazka 30,4 mg byla rozpusténa v 1,5 ml 95% ethanolu.

e Konjugacni Cinidlo: 10 ul 0,1 M redukovany glutathion (Mr = 307,33).
Navazka 46,1 mg byla rozpusténa v 1,5 ml redestilované vody.

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,5

e 5—20 pulfrakce B

Objem reakéni smési v kyveté byl vzdy 1 ml. Byl napipetovan pufr, glutathion a
frakce B, smés byla protfepana na tfepaCce a byl pfipipetovan substrat. Po
promichani byla méfena absorbance na UV-VIS spektrofotometru Helios B pfi 340
nm. Byly mérfeny 3 paralelni vzorky. Frakci B bylo nutné nafedit, protoze
absorbance pfesahovala hodnotu 0,800. Byla sledovana linearita méreni a
hodnota absorbance se odecitala po 30, 60, 90 a 120 sekundach. Pro vypocet
aktivity enzymu byl pouzit rozdil absorbanci naméfenych v 30 a 90 sekundach. Od
tohoto rozdilu byla odec¢tena hodnota absorbance slepého vzorku. Pro vypocet

aktivity byl pouzit extinéni koeficient S-2,4-dinitrofenylglutathionu.
Aktivita byla vypoctena podle vzorce:
a=(Alg)*D [umol/ml/min]

a..... aktivita
A.... absorbance
€..... extinéni koeficient pro S-2,4-dinitrofenylglutathion (9,6 mM*cm™)

D..... zfedéni
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Hodnota aktivity byla vztazena na 1 mg bilkoviny a tim se ziskala specificka

aktivita enzymu [umol/mg/min].

4.2.8.3 Stanoveni kinetickych parametru glutathion-S-transferasy

Metoda je =zalozena na sledovani tvorby S-2,4-dinitrophenylglutathionu

v zavislosti na koncentraci substratu 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu.

Reakéni smés:

e 1-chlor-2,4-dinitrobenzen 0,1 M
e Redukovany glutathion 0,1 M
e Fosfatovy pufr 0,1 M pH 6,5

e Frakce B

Objem reakéni smési v kyveté byl vzdy 1 ml. Byl napipetovan pufr, glutathion a
frakce B, smés byla protfepana na tfepacce a byl pfipipetovan substrat ve
vzrlstajici koncentraci (0,2 — 3,8 mM). Po promichani byla méFfena absorbance na

UV-VIS spektrofotometru Helios 3 pfi 340 nm. Byly méfeny dva paralelni vzorky.

Aktivita byla vypoctena podle vzorce:

a=(Alg)*D [umol/ml/min]

a..... aktivita
A.... absorbance
€..... extindni koeficient pro S-2,4-dinitrofenylglutathion (9,6 mM*cm™)

D..... zfedéni

Pro sestrojeni grafu a vypocteni kinetickych parametrd byl pouzit program
GraphPadPrism 4.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni koncentrace bilkoviny

Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich ziskanych =z vlasovek byla
stanovena pomoci metody BCA stanoveni (viz kapitola 4.2.2). Nejprve byla
sestrojena kalibracni pfimka pomoci standardniho roztoku hovéziho sérového

albuminu. Kalibraéni pfimka byla sestrojena metodou linearni regrese (obr. 5).

Kalibracni krivka:

konc pg/ml 0 200 400 600 800 1000
po odecteni 0,0075 0,1255 0,2255 0,3255 0,4355 0,5645

0,6

0.5 1 y = 0,0006x

R? = 0,9976
0,4 1

0,3
0,2

0,1 4

0 200 400 600 800 1000 1200

Obr. 5: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace bilkoviny.
U jednotlivych vzorkl byla proméfena absorbance, od téchto naméfenych

hodnot odectena absorbance slepého vzorku a z kalibraéni pfimky zjistény

hodnoty koncentrace bilkoviny ve frakci A, B, C (tab. 3).
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Tab. 3: Koncentrace bilkoviny ve frakci A, B, C ziskanych z vlasovek (rovnice

kalibra¢ni pfimky je y = 0,0006x).

Koncentrace bilkoviny
Frakce [mg/ml]*
A 7,97 £ 0,52
B 4,82 + 1,34
C 9,11 +0,75

* - prdmér z osmi méreni

12 -

T

;.107 T

= T
T

B8 T

2

g ° T

T 2

=

g 0 : :
A B C

frakce

Obr. 6: Koncentrace bilkoviny v jednotlivych frakcich.

5.2 Sledovani metabolismu FLU u vlasovky slezové in

Vitro

5.2.1 Inkubace FLU se subcelularnimi frakcemi

Frakce A, B, C byly inkubovany s flubendazolem a koenzymy NADH nebo
NADPH. Souc€asné byly pfipraveny slepé vzorky, a to se subcelularnimi frakcemi

inaktivovanymi varem nebo bez biologického materialu nebo bez substratu (viz
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kap. 4.2.4.1). Po nasledné extrakci inkubatu bylo pomoci HPLC stanoveno
mnozstvi parentni latky a dvou hlavnich metabolita.
Byl nalezen pouze redukovany flubendazol ve frakci B pfi inkubaci s NADPH,

vysledky jsou v tab. 4. V Zadné frakci nevznikal desethylkarboxyflubendazol.

Tab. 4: Specificka aktivita enzymu metabolizujiciho flubendazol na redukovany
metabolit ve frakci B.

Aktivita
Frakce B [pmol/min/mg]
Vzorek 1 2,83
Vzorek 2 5,12
Vzorek 3 5,19
pramér 4,38
smodch. 1,34

5.2.2 Inkubace red. FLU se subcelularnimi frakcemi

Jednotlivé frakce homogenatu vlasovek byly inkubovany se substratem
(redukovany flubendazol 10uM) a koenzymem NADPH v prostfedi pufru pH 7,4
(viz kap. 4.2.4.2). Po skonleni inkubace byly v extraktu inkubatl zméfeny
koncentrace FLU. Vysledky jsou v tabulce 5.

Tab. 5: Srovnani biotransformace FLU v jednotlivych frakcich vlasovek

Specificka
Koncentrace aktivita
FLU [uM] [nmol/min/mg]
Frakce A ND ND
Frakce B | 0,89 + 0,59 0,31+£0,2
Frakce C ND ND
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5.2.3 Stanoveni kinetickych parametri FLU ve frakci B

Frakce B byla inkubovana s flubendazolem, a to v koncentracich 0,25; 0,5; 1;
2,5; 5; 10; 25 yM a s NADPH. Po nasledné extrakci inkubatu bylo pomoci HPLC
stanoveno mnozstvi redukovaného flubendazolu (viz kap. 4.2.4.3).

V tabulce 6 jsou vypocteny specifické aktivity enzymu redukujiciho FLU pro
jednotlivé koncentrace substratu a na obr.7 je pak znazornén graf zavislosti
rychlosti enzymové reakce na koncentraci FLU.

Pomoci programu GraphPad Prism 4 byla zjiSt€na hodnota maximalni rychlosti
Vmax = 62,37 £ 4,7 pmol/ml/min a Michaelisova konstanta Ky, = 0,88 £ 0,27 uM.

Tab. 6: Koncentrace redukovaného FLU a specificka aktivita ve frakci B

Koncentrace Koncentrace Aktivita
substratu [uM]| red.FLU [nM] * [pmol/ml/min] *

0,25 6,67%1,1 11,12+£1,8

0,5 10,39+3,5 17,32 £ 5,9

1 26,9+10,5 44 83 £ 17,6

2,5 24,7952 41,32 £ 8,7

5 30,4475 50,73+ 12,5

10 31,83+3,9 53,06 £ 6,5

25 39,28+11,3 65,47 £ 18,8

* - pramér ze Ctyf méfeni se smérodatnou odchylkou

80~

c 00 I

£

£ 404

°

£

& 20
Ol n n |
0 10 20 30

pmol/l

Obr. 7: Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu.
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5.3 Stanoveni aktivity oxidaénich enzymu

5.3.1 Stanoveni aktivity pentoxyresorufin-O-depentylasy
(PROD)

Ke stanoveni aktivity pentoxyresorufin-O-depentylasy (PROD) byla pouzita
spektrofluorimetrickd metoda se standardnim pfidavkem resorufinu (viz kapitola

4.2.5.1). Aktivita enzymu byla stanovovana ve frakci A a C.

Tab. 7: Specificka aktivita PROD ve frakci A [pmol/min/mg]

Specificka
aktivita

Vzorek [pmol/min/mg]

1 0,51

2 1,12

3 0,08
Primér 0,57
Smodch. 0,52

Vzhledem k omezenému mnozstvi biologického materialu bylo provedeno
pouze jedno méfeni pro frakci C. V této frakci byla zjisténa specificka aktivita 0,56

pmol/mg/min.
5.3.2 Stanoveni aktivity ethoxyresorufin-O-dealkylasy (EROD)
Ke stanoveni aktivity ethoxyresorufin-O-dealkylasy (EROD) byla pouzita
spektrofluorimetrickd metoda se standardnim pfidavkem resorufinu (viz kapitola

4.2.5.2).

Nebyla nalezena aktivita EROD ani ve frakci A ani ve frakci C.
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5.4 Stanoveni aktivity redukénich enzymu

Ke stanoveni aktivit reduktas metyraponu, DL-glyceraldehydu, daunorubicinu
pfi pH 6,0 a 8,5 byla pouzita spektrofotometrickd metoda méfeni absorbance vzdy
ve Ctyfech paralelnich vzorcich. K méfeni byla pouZity jednotlivé frakce A, B, C
(viz kapitola 4.2.6). Aktivita byla vyjadfena v nmolml™min™® a vztaZzenim na mg

bilkoviny jako specificka aktivita.

5.4.1 Stanoveni aktivity reduktas metyraponu

Aktivita DD4 (EC 1.1.1.213) a CR (EC 1.1.1.184) vuci metyraponu (1mM) byla

méfena spektrofotometricky pfi pH 6,0.

Tab. 8: Specificka aktivita reduktas metyraponu ve frakci B [nmol.min™ .mg™]

Specificka
aktivita

Vzorek [nmol/min/mqg]

1 0,99

2 1,65

3 0,83

4 0,83
Primeér 1,07
Smodch 0,39

Ve frakci A a ve frakci C nebyla aktivita reduktas metyraponu detekovana.

5.4.2 Stanoveni kinetickych parametri redukce metyraponu ve
frakci B

Ve frakci B byla sledovana kinetika metyraponreduktasy v rozmezi koncentraci
0,2-1,6 mM.

58



10.0n

7.5+ 1 1

5.0+

nmol/ml/min

2.54

O-Ol L L L L L L] L] 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16

mmol/I

Obr. 8: Graf zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu.

Zdanliva Michaelisova konstanta (Ky,) a maximalni rychlost (Vmax) byly
vypocteny podle rovnice Michaelise a Mentenové. Graf zavislosti rychlosti
enzymové reakce na koncentraci substratu je na obr. 8. Z grafu byla odectena
hodnota Vinax 8,98 £ 0,36 nmol/ml/min a hodnota K, je 0,11 £ 0,03 mM.

5.4.3 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu pH 6,0

Aktivita DD2 (EC 1.3.1.20) a CR (EC 1.1.1.184) vu¢i daunorubicinu (0,01mM)
byla méfena pfi pH 6,0 na spektrofotometru. Aktivita byla vztazena na mg

bilkoviny.

Tab. 9: Specificka aktivita reduktas daunorubicinu pfi pH 6,0 ve frakci B [nmol.min”

1 .mg-l]

Specificka
aktivita

Vzorek [nmol/min/mqg]

1 0,33

2 0,33

3 0,17

4 0,33
pramér 0,29
smodch 0,08
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Ve frakci A a C nebyla aktivita daunorubicinreduktasy pfi pH 6,0 nalezena.

5.4.4 Stanoveni aktivity reduktas DL-glyceraldehydu

Aktivita reduktas DL-glyceraldehydu (10mM) byla méfena spektrofotometricky
pfi pH 6,0.

Tab. 10: Specificka aktivita reduktas DL-glyceraldehydu [nmol/min/mg]

Specificka Specificka
aktivita Aktivita

Frakce B [nmol/min/mg]| Frakce C [nmol/min/mqg]

1 6,12 1 1,66

2 512 2 1,49

3 5,79 3 1,22

4 5,45 4 1,23
prameér 5,62 pramér 1,40
smodch 0,43 smodch 0,21

Ve frakci A nebyla aktivita nalezena.

—H

HH

Specificka aktivita [nmolimingmig]

L} = kx L =& @M
1 1 1 1 1 1 1

Obr. 9: Porovnani specifické aktivity redukce DL-glyceraldehydreduktasy ve frakci
BacC.
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5.4.5 Stanoveni aktivity reduktas daunorubicinu pH 8,5

Aktivita aldehydreduktasy (EC 1.1.1.2) vuci daunorubicinu (0,01mM) byla

mérena v prostfedi pH 8,5. Naméfené hodnoty jsou zaneseny v tabulce 11.

Tab. 11: Specificka aktivita reduktas daunorubicinu pfi pH 8,5 [nmol/min/mg]

A

B

C

Frakce Specifickd | Frakce Specificka |Frakce Specificka
A aktivita B aktivita C aktivita
1 6,40 1 0,49 1 2,28
2 4,30 2 0,33 2 1,75
3 4,10 3 0,33 3 1,75
4 3,80 4 0,49 4 1,49
pramér 4,65 0,41 1,82
smodch 1,18 0,09 0,33
— ? 1
£ 6
o
E
St |
3 29
“ [

Obr. 10: Porovnani specifické aktivity redukce daunorubicinu pfi

v jednotlivych frakcich.

5.4.6 Stanoveni redukéni aktivity pomoci oracinu

pH 85

Metoda je zaloZzena na inkubaci jednotlivych frakci s oracinem a nasledné

extrakci a HPLC stanoveni jeho metabolitu dihydrooracinu (viz kapitola 4.2.6.6).

Byla pouzita frakce B a frakce C.
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Ve frakci B byla sledovana aktivita karbonylreduktasy a ve frakci C aktivita 113-

HSD 1 vUuci oracinu.

Tab. 12: Specificka aktivita reduktas oracinu ve frakci Ba C

Specificka aktivita
Frakce [pmol/min/mg]
B 50,44 £ 1,2
C 7,09+0,7

5.5 Stanoveni aktivity dehydrogenas acenaftenolu

Aktivita dehydrogenas acenaphtenolu byla stanovena spektrofotometricky
v prostiedi pH 8,9. Metoda je zaloZzena na méfeni pfiristku absorbance

zpUsobeném pfeménou NADP™ na NADPH (viz kap. 4.2.7).

Tab. 13: Specificka aktivita dehydrogenas acenaftenolu ve frakci B [nmol/min/mg]

Specificka
aktivita

Vzorek [nmol/min/mg]

1 2,15

2 2,64

3 2,97

4 3,14
pramér 2,72
smodch 0,43

Ve frakci A a C nebyla aktivita acenaftenolreduktas detekovana.
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5.6 Stanoveni aktivity konjugac¢nich enzymu

5.6.1 Stanoveni aktivity UGT

Ke stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) byla pouzita
spektrofotometricka metoda stanoveni pfemény p-nitrofenolu na p-
nitrofenolglukuronid v jednotlivych frakcich (viz kapitola 4.2.8.1).

V tabulce jsou uvedeny hodnoty aktivity UGT, primérna hodnota se

smérodatnou odchylkou.

Tab. 14: Specificka aktivita UGT ve frakci C [nmol.min™*.mg™]

Specificka
aktivita

Vzorek [nmol/min/mg]

1 1,13

2 1,02

3 1,11

4 1,16
pramér 1,1
smodch 0,06

Ve frakci A a B nebyla detekovana zadna aktivita UGT vaci p-nitrofenolu.

5.6.2 Stanoveni aktivity GST

Ke stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST) byla pouzita
spektrofotometricka metoda stanoveni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu (viz
kapitola 4.2.8.2).

V tabulce je uvedena primérna hodnota se smérodatnou odchylkou aktivity
GST.
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Tab. 15: Specificka aktivita GST ve frakci B [umol.min™t.mg™]

Specificka
aktivita
Vzorek [pmol/min/mg]
1 0,38
2 0,37
3 0,37
4 0,37
pramér 0,37
smodch 0,005

5.6.3 Stanoveni kinetickych parametru glutathion-S-transferasy

Ke stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy (GST) byla pouzita
spektrofotometricka metoda stanoveni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu. Aktivita
GST byla stanovovana ve frakci B (viz kapitola 4.2.8.3).

Kinetika glutathion-S-transferasy ve frakci B byla studovana v rozmezi
koncentraci substratu 0,1 — 3,0 mM. Zdanliva Michaelisova konstanta (K,) a
maximalni rychlost (Vmax) byly vypocCteny podle rovnice Michaelise a Mentenové.
Graf zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu je na obr.
Z grafu byla odec¢tena hodnota Vpyax 3,44 £ 0,16 pmol/ml/min a hodnota K, je 0,82
+ 0,170 mM.

3=
c
— - b |
E 2
E
©
E 14
=+
D ¥ L) L) L
0 1 2 3

mmol/l

Obr. 11: Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu
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6. DISKUSE

Cilem této prace bylo zjistit, zda je vlasovka slezova schopna biotransformovat
xenobiotika. Testovani probihalo in vitro v subcelularnich frakcich homogenatu
visovek. Byla sledovana biotransformace antihelmintika flubendazolu (FLU) a jeho
metabolitu redukovaného flubendazolu (FLU-red.) vlasovkou slezovou. Déle byly
sledovany oxidacni pfemény xenobiotik, redukce karbonylové skupiny xenobiotik a
konjugace xenobiotik s kyselinou glukuronovou a glutathionem. Jako modelové
substraty byly vyuZity latky, jejichz metabolické pfemény se bézné pouzivaji
k testovani aktivit urcitych biotransformacnich enzymu u lidi, laboratornich a
hospodafskych zvifat.

K pokusim byly pouzity subcelularni frakce A, B, C vlasovek. Izolace
jednotlivych frakci je zaloZena na ultracentrifugaci homogenatu viasovek. Frakce A
pfi pfipravé subcelularnich frakci homogenatu tkani obsahuje predevSim
mitochondrie, frakce B pfevazné cytosol a frakce C predevSim mikrosomy.

Nejprve byla stanovena koncentrace bilkoviny ve frakci A, B, C metodou BCA.
Nejvy8Si hodnota koncentrace proteinu byla zjiSténa ve frakci C, nejmensi ve
frakci B.

Cilem experimentu bylo zjistit, zda dochazi k biotransformaci substratu FLU a
jak se na tomto procesu podileji jednotlivé frakce. Pfi inkubaci frakci s FLU byla
nameéfena aktivita jen ve frakci B, a to v pfitomnosti NADPH jako kofaktoru
enzymové reakce, vznikal jediny metabolit - redukovany flubendazol. Ve frakci A a
C nebyla aktivita zjiSténa, stejné tak ani ve frakci B za pouziti NADH.
Desethylkarboxyflubendazol, vyznamny metabolit vznikajici pfi biotransformaci
FLU u prasat a drubeze, nebyl v zadné frakci vlasovky detekovan. Parazit je tedy
schopen deaktivovat FLU redukci karbonylové skupiny, pficemZz se na této
deaktivaci podili enzymy frakce B (cytosol) a reakce je strikiné NADPH
dependentni. Cilem sledovani biotransformace FLU ve frakci B v zavislosti na
koncentraci substratu bylo stanoveni kinetickych parametrl redukce FLU -
Michaelisovy konstanty a maximailni rychlosti. Byla zjisténa Vi = 62,37 £ 4,7
pmol/ml/min a Ky = 0,88 £ 0,27 uM.
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Tato in-vitro studie dokazala, Zze vlasovky jsou schopny ucinné
biotransformovat flubendazol, coz mize byt jeden z dlvodu snizené ucCinnosti
tohoto IéCiva u H. contortus.

Dale byla provedena inkubace jednotlivych frakci s FLU red. Cilem bylo zjistit,
zda jsou enzymy vlasovky schopné zpétné oxidovat red. FLU na parentni latku
nebo preménovat red. FLU na dalSi metabolit prvni faze biotransformace. Ve
frakci B byla zjiSténa reoxidace FLU red. Na FLU, ale ve frakci A a C k reoxidaci
nedochazelo.

Jednim z cild nasi prace bylo testovat biotransformacni aktivitu vlasovek vuci
modelovym substratim, které se bézné pouzivaji pfi biotransformacnich studiich
u laboratornich a hospodarskych zvifat i u Cloveéka.

Ve frakci A a C vlasovek byla stanovovana aktivita
pentoxyresorufindepentylasy (PROD) spektrofluorimetricky. Tato metoda se u
savcl vyuziva ke stanoveni aktivity isoforem CYP2B. Ve frakci C byla nalezena
velmi nizka specificka aktivita, a to 0,56 pmol/mg/min. S touto frakci bylo
provedeno pouze jedno méfeni pro nedostatek biologického materialu. Také ve
fakci A byla zjisténa aktivita PROD, prumérna hodnota byla srovnatelna s aktivitou
ve frakci C. Aktivita dalSiho oxidacniho enzymu EROD nebyla detekovana ani ve
frakci A, ani ve frakci C. Aktivita cytochromu P450 nebyla u Cervld zatim jasné
stanovena, i kdyz existuje nékolik studii které se zabyvaji timto enzymovym
systémem u helmintd. Bylo zjiSténo, ze néktefi parazité jsou schopni oxidovat
albendazol a nékteré studie detekovaly aktivitu P450 u larvalnich stadii (Barrett
1998). Predpoklada se vsak, ze hlavnimi reakcemi prvni faze, jsou redukéni
reakce, coz také potvrzuje tato prace (Precious, Barrett 1989).

V rigorézni praci byly stanovovany aktivity enzymua redukujicich karbonylovou
skupinu xenobiotik. Byly zjiStovany aktivity reduktas metyraponu, DL-
glyceraldehydu, daunorubicinu pfi pH 6,0 a 8,5 v jednotlivych frakcich. Skéla
obvyklych modelovych substratli byla rozSifena o potencialni cytostatikum oracin.

Specifické aktivity nalezené v jednotlivych frakcich jsou pro nazornost uvedené
v pfehlednych tabulkach 16, 17, 18.

NejvyznamnéjSi z hlediska redukénich reakci je frakce B, ve které byly
nalezeny redukéni reakce u vSech pouzitych substrati. Nejvétsi specificka aktivita
byla detekovana u DL-glyceraldehydreduktasy. Vyznamna aktivita byla nalezena

také u metyraponreduktasy a u tohoto enzymu byla stanovena maximailni rychlost
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Vmax 8,98 £ 0,36 nmol/ml/min a hodnota Ky 0,11 £ 0,03 mM. Ky je koncentrace
substratu, pfi které je reak¢ni rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti. Hodnota
Kwm kolisa s druhem enzymu a povahou substratu, a je také funkci teploty a pH.

Ve frakci A byla nalezena pouze aktivita daunorubicinreduktasy pfi pH 8,5 a ve
frakci C aktivita daunorubicinreduktasy pfi pH 8,5 a DL-glyceraldehydreduktasy.
Tedy daunorubicinreduktasa pfi pH 8,5 byla nalezena ve vSech subcelularnich

frakcich vlasovek, pfiemz nejvétsi jeji aktivita byla ve frakci A.

Tab. 16: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakci A

Specificka aktivita
[nmol/min/mg]
Metyraponreduktasa (AKR1C4, AKR1A, CR) ND
DL-glyceraldehydreduktasa (AKR1A) ND
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) (CR, DD2) ND
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) (AKR1A) 4,65+1,18

Tab. 17: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakci B

Specificka aktivita
[nmol/min/mg]
Metyraponreduktasa (AKR1C4, AKR1A, CR) 1,07+0,39
DL-glyceraldehydreduktasa (AKR1A) 5,62+0,43
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) (CR, DD2) 0,29+0,08
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) (AKR1A) 0,41+0,09

Tab. 18: Specifické aktivity reduktas karbonylové skupiny ve frakci C

Specificka aktivita
[nmol/min/mg]
Metyraponreduktasa (AKR1C4, AKR1A, CR) ND
DL-glyceraldehydreduktasa (AKR1A) 1,4+0,21
Daunorubicinreduktasa (pH 6,0) (CR, DD2) ND
Daunorubicinreduktasa (pH 8,5) (AKR1A) 1,82+0,33

Metoda stanoveni reduktas oracinu je zaloZzena na inkubaci jednotlivych frakci
soracinem a HPLC stanoveni metabolitu dihydrooracinu. Aktivita reduktasy
karbonylu oracinu ve frakci B byla signifikantné vétsi nez aktivita reduktas

karbonylu oracinu ve frakci C. Specificka aktivita reduktasy karbonylu oracinu
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v cytosolu byla 50,44 + 1,2 pmol/min/mg a specificka aktivita mikrosomalni
reduktasy oracinu byla 7,09 £ 0,7 pmol/min/mg.

Tyto vysledky ukazuji, Ze reduktasy u H. contortus vykazuji znacnou schopnost
redukovat karbonylovou skupinu a tyto reakce jsou vyznamné z hlediska 1. faze
biotransformace xenobiotik.

Acenaftenol je u Clovéka a potkana relativné specifickym substratem pro
enzymy z podrodiny AKR1C. Ve frakci B byla detekovana aktivita
acenaftenoldehydrogenasy, a to 2,72 + 0,43 nmol/min/mg, v ostatnich frakcich
nebyla tato aktivita zjiSténa.

Dale byly stanoveny aktivity konjugacnich enzymd, konkrétné UDP-
glukuronosyltransferasy (UGT) a glutathion-S-transferasy (GST).

Aktivita UGT byla stanovovana pomoci spektrofotometrické metody, a to ve
vSech frakcich. Ale pouze ve frakci C byla zjisténa aktivita UGT vuci p-nitrofenolu,
hodnota specifické aktivity je 1,1 £ 0,06 nmol/mg/min. Ve frakci A a B nebyla
detekovana zadna aktivita UGT. Barrett (1997) uvadi, Ze c&ervi nekonjuguji
xenobiotika s kyselinou glukuronovou, avs$ak v této praci bylo zjisténo, Ze in vitro
konjugace probiha. Je tedy mozZné, Ze helminté nemaji ve skuteCnosti UDP-
glukuronovou kyselinu jako konjugacni cinidlo k dispozici, a tak nedochazi
k detoxikaci xenobiotik touto cestou, ale jsou schopni vyuzit aktivovanou glukézu.

Aktivita GST byla stanovena ve frakci B pomoci metody spektrofotometrického
stanoveni tvorby S-2,4-dinitrofenylglutathionu. V experimentu byla zjisténa aktivita
GST (0,37 £ 0,005 ymol/mg/min) vac&i 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu. Tento enzym je
pravdépodobné hlavnim detoxikanim mechanismem u viasovky a ¢ervl obecné.
Byla zjisténa vySSi aktivita GST u tasemnic a motolic, u hlistic je aktivita nizSi
(Barrett 1997).

U GST byla také sledovana kinetika konjugace ve frakci B v rozmezi
koncentraci 0,1 — 3,0 mM. Hodnoty kinetickych parametrii GST pro substrat 1-
chlor-2,4-dinitrobenzen byly vypocteny podle rovnice Michaelise a Mentenové. Za
danych podminek byla zjisténa hodnota Vnax = 3,44 £ 0,16 ymol/ml/min a Ky =
0,82 + 0,TmM.

Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze u vlasovky slezové jsou vyznamné
pfedevsSim redukéni enzymy a konjugacCni reakce. Parazit disponuje znacnou
aktivitou reduktas karbonylové skupiny xenobiotik a glutathion-S-transferas a tyto

enzymy jsou pravdépodobné jeho dllezitym detoxikacnim systémem.
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1)

2)

3)

7. ZAVER

Z vlasovek slezovych, ziskanych ze slezu experimentalné infikovanych ovci
byly pfipraveny subcelularni frakce. Tyto frakce byly oznaceny A, B a C a
odpovidaji v tomto poradi frakci mitochondrialni, cytosolické a mikrosomalni

pfi analogickém zpracovani homogenatu zivoc€iSnych tkani.

V pfedlozené rigorozni praci bylo dokazano, ze Haemonchus contortus
biotransformuje FLU na redukovany metabolit, coZ vede k deaktivaci IéCiva.
Na této redukci se podili enzymy frakce B a reakce je NADPH-dependentni.
Byly stanoveny kinetické parametry redukce FLU ve frakci B: Vinax = 62,37
4,7 pmol/ml/min a Ky = 0,88 + 0,27 pM.

V jednotlivych frakcich vlasovky slezové byly sledovany aktivity vybranych
biotransformacnich enzym( vic¢i modelovym xenobiotikim. Byla nalezena
nizka monooxygenasova aktivita (PROD). Vyznamna je redukce karbonylu
xenobiotik, na této redukci se podili zejména frakce B. Dale byla
detekovana aktivita acenaftenoldehydrogenasy. Z konjugacnich enzymi
byla nalezena aktivita UGT a GST. Zda se, Ze hlavni ulohu v detoxikaci

hraji u parazita redukéni reakce a konjugace s glutathionem.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN acetonitril

AKR aldo-ketoreduktasa

BCA bicinchonova kyselina

BSA hovézi sérovy albumin

BZ benimidazolova anthelmintika

CR karbonylreduktasa

CYP cytochrom P450

DD dihydrodioldehydrogenasa

DMSO dimethylsulfoxid

FLU flubendazol

GST glutathion-S-transferasa

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HSD hydroxysteroiddehydrogenasa

Kwm Michaelisova konstanta

NADH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
NADPH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
ND nebylo detekovano

PROD pentoxyresorufindepentylasa

UGT UDP-glukuronosyltransferasa

Vimax maximalni rychlost enzymové reakce
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