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ANOTACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium inhibitord redukce anthelmintika
flubendazolu u vlasovky slezové. Prace se zaméiuje na piehled jednotlivych inhibitord,
mechanismus pusobeni flubendazolu a problematiku rezistence paraziti na anthelmintika.

V praktické ¢asti byly zkoumany vlivy inhibitorti na vznik redukovaného flubendazolu.

KLICOVA SLOVA

Flubendazol, inhibitory, Vlasovka slezova (Haemonchus contortus), anthelmintika, enzymy,

rezistence, lé¢iva, benzimidazoly

TITLE

Inhibitors of Enzymes Reducing the Anthelmintic Flubendazole in Barber's Pole Worm

(Haemonchus contortus)

ANNOTATION

The main aim of this thesis was to study the inhibitors of the reduction of flubendazole in the
Barber's pole worm. The thesis focuses on the review of individual inhibitors, the mechanism
of action of flubendazole and the issue of parasite resistance to anthelmintics. In the practical

part, the effects of inhibitors towards flubendazole were investigated.
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UvoD

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je gastrointestinalni hlistice malych
pfezvykavcll s vysokou mirou rezistence vuci anthelmintikim. H. contortus zpusobuje
vyznamné parazitarni onemocnéni zvané haemonchoza, které postihuje malé prezvykavce a §ifi
se po celém svété, coz vede k uhynu hospodarskych zvirat a ekonomickym ztratam. Podavani
anthelmintik je jednou z nejpouzivanéjSich forem 1écby tohoto onemocnéni, ale existuje pouze
omezeny pocet schvalenych anthelmintik. Jednim z prokdzanych mechanismt rezistence k
anthelmintikiim u vlasovky slezové je zvySena deaktivace a eliminace anthelmintik (napf.
flubendazolu, mebendazolu) redukci karbonylové skupiny karbonyl-redukujicimi enzymy.
Karbonyl-redukujici enzymy (CBR) katalyzuji prvni fazi biotransformace xenobiotik a podileji
se na metabolismu 1é¢iv. Predchozi analyza metabolismu rovnéz prokézala vyssi schopnost
rezistentniho kmene (IRE) H. contortus redukovat flubendazol ti€inngji nez citlivy kmen (ISE).
Cilem této prace bylo studovat in vitro NADPH-dependentni enzymatické reakce s vyuzitim
cytosolickych frakci z homogenatu kmene H. contortus ISE a IRE a pozorovat redukci
flubendazolu. Byla zkoumana tvorba redukovaného flubendazolu (FLU-R) v reakci na vybrané
inhibitory (mebendazol, kyselina glycerhetinova, naringenin, silybin, luteolin, glyceraldehyd a
menadion) a nasledn¢ detekovana pomoci LC-MS. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny
testem dvoucestnd analyza rozptylu ANOVA. Podavani anthelmintik je jednou z
nejrozsitenéjSich forem 1écby tohoto onemocnéni, ale existuje pouze omezeny pocet
schvalenych anthelmintik. Navic klesajici ti€innost v diisledku rozvoje rezistence na léky ¢ini
1écbu helmintéz velmi obtiznou. Nartst rezistence je zpusoben nékolika faktory, naptiklad
nadmérnym pouzivanim profylaktickych Ié¢iv. Objev novych inhibitort, které by mohly zvysit

ucinek anthelmintik, by mohl v budoucnu pomoci pti 1é¢bé helmintdz.
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CIiLE PRACE

Cile k teoretické ¢asti:

e Sepsat prehled anthelmintik, jejich vyskyt a vyuziti.
e Popsat mechanismus ptusobeni flubendazolu.

e Sepsat piehled redukujicich enzymii a potencidlnich inhibitort reduktéz.

Cile k experimentalni Casti:

e Piiprava vzorkai.

e Sledovani redukce flubendazolu.

e Stanoveni aktivity pomoci LC-MS.

e Stanoveni inhibice tvorby redukovaného flubendazolu danymi inhibitory pfi
koncentraci 10 umol/l a 100 umol/l u ISE a IRE.

e Analyza dat a shrnuti vysledki analyzy.
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TEORETICKA CAST

1. Anthelmintika

Anthelmintika jsou latky pouzivajici se k 1écbé infekei parazitickymi hlisticemi, a to jak u
lidi, tak u zvirat. Anthelmintika jsou bézn¢€ vyuzivana, maji sSirokospektralni vyuziti, jsou levna
a bezpecna [1]. Mezi zakladni tfidy anthelmintik muUZeme zafadit benzimidazoly,
makrocyklické laktony, tetrahydropyrimidiny, derivaty acetonitrilu, salicylanilidy,
organofosfaty a imidazothiazoly. Za anthelmintikum Ize povazovat i rostlinné extrakty, které
jsou dale ve fazi studii s ohledem na jejich antiparazitickou aktivitu [2, 3]. Tyto latky se u zvirat
pouzivaji jak pro 1é¢bu infekce parazity, tak i preventivné. Preventivni uzivani anthelmintik je
praktikovano z diivodu zamezeni §ifeni potencidlni ndkazy, protoZe infekce parazity mé dopady
na zdravi zvifat, a z toho mohou vyplynout dalsi, naptiklad ekonomické a ekologické dopady.
Zaroven ale toto preventivni opatfeni muze pfispivat ke zvySovani rezistence paraziti na

anthelmintika [4, 5].

Jak presn¢ anthelmintika funguji a jejich cely mechanismus neni zcela u vSech latek znam.
Ale mezi zédkladni principy patii cileni na iontové kandly, mikrotubuly a ovlivnéni

bioenergetiky [4, 6].

1. 1. Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazoly patii mezi heterocyklické aromatické slouCeniny jejichz zakladem je
bicykl slozeny z benzenu a imidazolového heterocyklu [7]. Tyto latky maji amfoterni charakter
[8]. Benzimidazolové derivaty jsou predmétem Sirokého zajmu pro jejich rtizné biologické
aktivity a klinické aplikace, nepouZivaji se pouze jako anthelmintika, ale také jako fungicidy,
antihistaminika a analgetika [7]. V poslednich letech se zkouma jejich vyuziti v onkologii [9].
Mezi benzimidazolové derivaty lze fadit napiiklad inhibitor protonové pumpy (Omeprazol),
antihelmintikum (Albendazol, Flubendazol), antidopaminergni lé¢ivo (Domperidon) a
antipsychotikum (Pimozide) [7]. Prvnim vyrobenym benzimidazolovym anthelmintikem byl

thiabendazol v roce 1961 [3].

Benzimidazolové anthelmintika se jiz dlouho pouzivaji pro 1écbu helmintéz [10].
Vyuzivaji se u zvifat i u lidi po celém svété. Jejich vyhodou je nizkd cena, vysoka ucinnost,
nemaji vedlejsi ucinky a maji nizkou toxicitu [11]. Jejich nevyhodou vSak muze byt nizka
rozpustnost ve vodé, ktera poté zplisobuje snizeni biologické dostupnosti a tim terapeutické

ucinnosti [12]. Hlavnim mechanismem ucinku benzimidazolovych anthelmintik je zabranéni
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polymerace tubulini. Vzhledem, k tomu, Ze je v experimentalni praci pouzivan flubendazol,

jsou zde uvedeny detailngjsi informace praveé o tomto 1é¢ivu, 1 ptesto, Ze Casteji pouzivanym

benzimidazolovym anthelmintikem je albendazol, ktery méa podobné tc¢inky [13].

1. 1. 1. Flubendazol

Flubendazol (FLU), dostupny také jako Flumoxan a Fluvermal, je methyl- N- [6-(4-
fluorbenzoyl)-1H- benzimidazol -2-yl]lkarbamat. Molekularni vzorec FLU je C16H12FN303
[14]. Toto anthelmintikum bylo vyvinuto v 70. letech 20. stoleti spoleCnosti Janssen
Pharmaceutica [16]. FLU byl schvéalen v roce 1980 pro 1écbu gastrointestinalnich infekci
hlisticemi ve veterinarni i humanni mediciné [10]. Ma typickou benzimidazolovou ¢ast, ale
dalezitym strukturnim prvkem je ptfidany atom fluoru, ¢imz se odliSuje od ostatnich
benzimidazoll. Struktura FLU je zndzornéna na Obrazku 1 [17]. FLU ma molarni hmotnost

313,28 g/mol a jeho bod tani je 244 °C [14, 18]. Struktura FLU je zndzornéna na Obrazku 1.
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Obrazek 1Struktura flubendazozolu. Prevzato a upraveno z [15].

FLU se pouziva také pro 1é€bu onchocercidzy a lymfatické filaridzy a tyto choroby
mohou vést k dermatitidé nebo lymfedému a hydrokélam [10, 19]. Diky své antifungalni
aktivité se pouziva ik 1écbe kryptokokozy [20, 21]. FLU je také zkouman pro své protinadorové
ucinky u riznych typt rakoviny, v€etné rakoviny prsu, prostaty, kolorektalniho karcinomu, plic
a melanomu. Ackoli byl protinddorovy mechanismus FLU studovan, nebyl zatim plné

pochopen [17, 22]. Vyhodou je jeho nizké toxicita [23].
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Velice diilezita vlastnost 1éCiv je jejich rozpustnost ve vodném prostiedi. Rozpustnost
ovliviiuje ucinnost, farmakokinetiku, transport nebo uvoliiovani 1éciva [24]. Flubendazol se
vyznaduje $patnou rozpustnosti ve vodé (cca lmg/ml, pii 25 °C). Spatna rozpustnost miize mit
za nasledek nizkou biologickou dostupnost 1é¢iva. Rozpustnost FLU muze vylepsit pridavek
kyseliny maleinové, coz se vyuziva zatim stale pouze v oblasti vyzkumu [25]. Nové se také
vyzkum zaméfuje na vyuziti interakce FLU s nano&asticemi [18]. Spatna rozpustnost FLU ve
vodé ovlivituje jeho davkovou formu [24]. V dusledku Spatné rozpustnosti ve vod¢ je zatim
1éCivo schvaleno pouze pro 1écbu gastrointestinadlnich onemocnéni hlisticemi u lidi a zvirat.

FLU v gastrointestindlnim traktu ptisobi lokalné a cilen¢ a vykazuje vysokou ucinnost [18, 20].

FLU se podava peroralné, jedna se zatim o nejucinnéjsi formu aplikace, vzhledem k jeho
omezené vstiebatelnosti a nezadoucim ucinkiim v ptipadé jiného zptisobu aplikace. Subkutanni
1 intramuskuldrni podani se ve vétsin€ pripadu spojeno se zavaznymi reakcemi v misté vpichu
jako je zanét a bolest [18, 26, 27]. FLU se vstiebava praveé v gastrointestinalnim traktu. U lidi,
prasat, potkantl, ovci a pst se pii peroralnim podani absorbuje pouze malé mnozstvi v GIT [28].
Pokud je peroralni davka u lidi 2 g, maximalni hladina koncentrace FLU v plazm¢ dosahuje

hodnot nizsich nez 5 ng/ml. Zvyseni vstiebavani FLU miize ovlivnit podani ihned po jidle [29].

Podle nejnovéjsich vyzkumi se ucinky FLU zkoumaji také v oblasti onkologie. FLU a
obecné benzimidazoly mohou zpomalit nebo zablokovat riist metastazi, a to také u nddort které
dosavadn¢ nemély vhodny zpiisob feseni jejich odstranéni. Jedna se napiiklad o rakovinu prsu,
myelom, kolorektalni karcinom, leukémie, melanom, neuroblastom a spinocelularni karcinom.
VétSina pozitivnich uc¢inkd FLU na néador je zaloZena na vlastnosti FLU inhibovat polymeraci
tubulinu rakovinovych bunék. U rGznych typl nadort se tento princip mize lisit. Dalsi Gi¢inky
FLU mohou zahrnovat inhibici aktivatoru transkripce, indukce apoptdzy, inhibice kindzy, nebo
spousténi feroptozy. V nékterych piipadech vSak miize FLU navzijem interagovat
s chemoterapii. V duasledku této interakce jsou poté u€inky FLU a chemoterapeutik negativné
ovlivnéné navzajem a nelze dosdhnout takové uc¢innosti FLU ani chemoterapeutik. Naopak

spojeni FLU s kumariny muize tyto u¢inky, vhodné pro 1é¢bu rakoviny, posilit [22, 30, 31, 32].
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1. 1. 2. Mechanismus a metabolismus flubedazolu

FLU se podavéa peroraln€, putuje GIT, kde je ho absorbovédno pouze velmi malé
mnozstvi. Nejvetsi mnozstvi je absorbovano v zaludku a poté ve stievech. V zaludku probiha
velmi rychld biotransformace, poté nasleduje 1 Dbiotransformace v jatrech. Roli
v biotransformaci flubendazolu vSak hraje vék, pohlavi a zdravotni stav ovce. Vice nez 50 %
1é¢iva v ptivodnim stavu je vSak vylouceno stolici [33, 34]. Z FLU vznika redukci karbonylové
skupiny redukovand forma flubendazolu (FLU-R) a karbamatovou hydrolyzou vznika
z flubendazolu metabolit hydrolyzovany flubendazol (FLU-H), a to v jatrech [13, 33, 35]. Dalsi
vzniklé metabolity mohou byt naptiklad N-glykosidy FLU, methylovany FLU-R nebo O-
glykosidy FLU-R. Podil téchto metabolitii se 1i§i na zaklad€ pohlavi parazita. FLU koluje krvi
jako samotny FLU nebo jako metabolity FLU jako jsou naptiklad hydrolyzované (FLU-H) nebo
redukované metabolity FLU (FLU-R) [36]. Ve vétSing ptipad je 1é¢ivo vylouceno z téla do 24
hodin. Co se tyka rozdilu mezi kmeny ISE a IRE, IRE kmen vykazuje vic metaboliti FLU nez

kmen ISE, a to u dospé€lych paraziti. Redukce karbonylu je ptehledné zobrazena na Obrazku 2

[37].
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Obrazek 2 Redukce karbonylu. Prevzato a upraveno z [37].

Popsany mechanismus plsobeni FLU zahrnuje tfi moZnosti, jak bude FLU plsobit.

Jednou z moZnosti je zménit strukturu mikrotubuld v buiikach parazita [37]. ZjednoduSeny
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popis tohoto principu mechanismu ucinku flubendazolu zahrnuje vazbu na tubuliny a naslednou
mikrotubult [22, 38]. CimZ také zasahuje do transportu sekre¢nich vackd zprosttedkovanych
mikrotubuly v absorpCnich tkdnich helminti [17]. Konkrétné tedy dochéazi k inhibici
polymerace tubulinu. Inhibice polymerizace tubulinu mtze vést k inhibici progrese bunééného
cyklu a vyvolat tak mitotickou katastrofu. Mikrotubuly jsou ¢asti cytoskeletu a cytoskelet je
nutny pro bunécné déleni a hraje tedy klicovou roli v Zivotaschopnosti bunky. Déle je potiebny
pro bunécny transport a pii udrzovani bunécné integrity. Mikrotubuly jsou slozeny z o—
tubulinovych a B-tubulinovych heterodimerti, které se dale formuji do valcovitych struktur.
Mnozstvim heterodimert se tak ovliviiuje délka mikrotubulti. Pokud tato situace nastane,
dochazi k naruseni struktury a tim i k naruSeni funkce mikrotubult. Mikrotubuly tak nemohou
spravné fungovat, a to ovliviiuje mimo jiné 1 neschopnost absorpce glukézy a dalSich Zivin.
Dochézi tak k rozvratu energetického metabolismu, to vede k vycerpani zasob energie. Tim je
ovlivnén bunéény cyklus, buiiky se zastavi v G2 fazi bunéného cyklu a dochazi k apoptoze,
ktera vede ke smrti bun¢k [36, 39, 40]. ProtoZe jsou mikrotubuly velmi vyznamné a zajist'uji
nékolik zivotné dulezitych funkei bunck, dochdzi nakonec ke smrti organismu [38]. Tento

mechanismus FLU je zndzornén na Obrazku 3.

U parazitickych ¢ervl se benzimidazolova anthelmintika selektivné vazou na B-tubulin,
coz zpusobuje jejich imobilizaci a smrt. Vazba benzimidazolovych anthelmintik na tubulin
hlistic, vykazuje 250—400krat vétsi inhibici polymerace ve srovnani s inhibici u savci, coz
naznacuje selektivni toxicitu vici parazitim [11]. Je znamo, Ze benzimidazolova anthelmintika
se vazou na kolchicin-senzitivni misto B-tubulinu a brani sestaveni mikrotubulfi, ¢imZ narusuji
kaskadu buné¢ného déleni v metafézi, coZ nakonec vede ke smrti parazita [41]. Benzimidazoly
také mohou zptisobit naptiklad inhibici aktivity aminopeptidazy a katabolismu glutamatu,

sniZzeni vychytavani glukézy ¢i zvySeni hladiny intraceluldrniho vapniku [36].

Ve fazi vyzkumu je také varianta, Ze FLU zpilisobi inhibici fumaratreduktazy, a tim
dochazi k ovlivnéni energetické produkce a poté ke smrti buiiky [42]. FLU umi také vychytavat
glukézu, tim se vycCerpaji zasoby glykogenu, zabrani se tak tvorbé ATP, a to vede ke smrti
parazita [23]. V GIT dochazi k selektivni blokdd¢ vychytavani glukozy, ¢imze se cely

metabolismus glukdzy zméni [43].
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1. 2. Imidazothiazoly

Imidazothiazoly prokazuji anthelmintickou aktivitu a hojné¢ se vyuzivaji k 1€cbé
parazity. Imidazothiazoly piisobni jako antagonisté nikotinovych acetylcholinovych receptorti.
Imidazothiazoly se navazi na tyto receptory, a tim zplsobi paralyzu parazita [3]. Pfi 1écb¢ se
vyuziva kombinace s jinymi 1éCivy nebo jejich derivaty [44]. Vykazuji také insekticidni,

protinadorovou nebo antimikrobialni aktivitu [45].

Imidazothiazolova struktura se sklddd z dvou kruhd, a to z kruhu imidazolového a
z kruhu thiazolového. Od benzimidazoll se strukturné odliSuji tim, Ze imidazothiazoly mayji
kruh thiazolu, zatimco benzimidazoly maji kruh benzenu. Imidazothiazoly a benzimidazoly

maji tedy stejny kruh imidazolu [46].

Hlavnim zastupcem imidazothiazolt je levamisol [46]. Jedna se o velmi uc¢inné 1éCivo
pro 1é¢bu parazitem H. contortus u ovcei [47]. Vyuziva se nejen u ovci, ale obecné je to velmi
vyuzivané anthelmintikum ve veterinarni sféte. U lidi se ptili§ nepouziva, avsak probihaji studie
na lécbu kolorektalniho karcinomu za vyuziti levamisolu. Diive se také pouzival k 1écbé
revmatoidni artritidy, AIDS a nefrotického syndromu. Levamisol je S-enantiomer
fenyltetrahydroimidazothiazolu. Jeho R forma ma velmi nizké anthelmintické ucinky.
Levamisol je bez zapachu a hydrofilni bily prasek s bodem tani 228-230 °C. Jako volna baze
ma levamisol bod tani 61 °C [48].

1. 3. Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony (ML) jsou chemické latky, které pochazi z pudnich
mikroorganismu jako je naptiklad rod Streptomyces. ML lze rozdé€lit do dvou kategorii, a to na
avermektiny a milbemyciny. Mezi avermektiny lze zatadit mimo jiné doramektin, abamektin,
ivermektin a selamektin. Zatimco mezi milbemyciny se fadi moxidektin a ixom. ML jsou
selektivni agonisté chloridovych kandlll fizenych glutamatem. Tyto kanaly jsou pfitomny v
neuronech a hltanovych svalech hlistic a ¢lenovci, ale u ¢loveka se nevyskytuji. Inhibice téchto
kanalti makrocyklickymi laktony zpisobi disfunkci hltanu [3]. Dochézi ke zvySeni permeability
membran, coz nasledné vede k hyperpolarizaci a paralyze na urovni faryngalniho a
somatického svalstva parazit. Dal$i dopady ma tento mechanismus naptiklad na reprodukéni
aktivitu helmintd. ML jsou vylucovany zlu¢i a trusem, piicemz 90 % latky je vylouceno
v pivodnim stavu. Méné€ nez 2 % léCiva jsou vyloucena moci a velice malé ¢ast je vyloucena

matefskym mlékem [49].
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Avermektiny mohou pulsobit také antagonisticky proti receptorim kyseliny 4-
aminomaselné nebo jako antagonisté nikotinovych receptorii exprimovanych na somatickych
svalovych bunkach parazitickych hlistic [3]. Chemicka struktura avermektinii reaguje na
disacharid odvozeny od 16¢lennych pentacyklickych laktonti, majicich podobnou strukturu

jako makrolidova antibiotika, ale bez antibakterialni nebo antifungalni aktivity [49].

Ivermektin mé silné anthelmintické a insekticidni ucinky. Je podavan peroralné, a to
v terapeutickych davkach 150 az 200 ug/kg. Jde o selektivni pozitivni alostericky modulator
glutamatem ovladanych chloridovych kanali a muze byt také vyuzivan jako alostericky
modulator iontovych kanala v centralni nervové soustavé [50]. Ivermektin je hojné vyuzivan u
koni. Déle se pouZiva u prezvykavci a prasat. Je jedinym lé¢ivem z této skupiny, kterd se miize
pouzivat i u lidi. Vyznacuje se vysokou bezpecnosti z hlediska toxicity pii pouziti. Ivermektin
je velmi lipofilni 1é¢ivo a obecné je jeho farmakokinetika u domacich druhi charakterizovana
pomalou fazi absorpce, extenzivni distribuci, slabou metabolizaci a pomalym vylu¢ovanim,

predevsim stolici [51].

Na rozdil od avermektinti se u milbemycinti nenachazi disacharidova skupina na C13
[49]. Uhlikovy skelet milbemycinu je odvozen ze sedmi acetitovych jednotek a péti
propionatovych jednotek. Skupiny C-25 jsou odvozeny od acetdtu, propiondtu a isobutyratu
nebo valinu, v daném pofadi. Methoxylova skupina na C-5 je zL-methioninu [52].
Milbemyciny se pouzivaji pfevazné u domacich zvifat jako jsou psi a ko€ky. Vyznacuji se
nizkou toxicitou. Derivaty milbemycinu jsou milbemektin, lepimektin, latidektin a milbemycin

oxim [49].

1. 4. Derivaty aminoacetonitrilu

Jedna se o synteticka anthelmintika. Vyuzivaji se predevsim pro 1€¢bu ovcei nakazenych
parazity rezistentnimi na benzimidazoly, imidazothiazoly a makrocyklické laktony. Hlavnim
zastupcem této skupiny je monepantel [3]. Monepantel byl uveden na trh v roce 2009 a 1é¢ivo
monepantelu se nazyva Zolvix. Doporuc¢end davka monepantelu je 2,5 mg/kg [53]. Bohuzel

v poslednich letech byl zaznamenan nartst rezistence hlistd 1 na tuto skupinu 1é¢iv [54].
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2. Prehled redukujicich enzymi

Enzymy, které metabolizuji xenobiotika v organismu lze rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupina jsou enzymy v prvni fazi biotransformace a jedna se o enzymy oxidacni, hydrolytické
a reduk¢ni. Konktrétné do kategorie enzymi prvni ¢asti biotransformace fadime cytochromy
P450, flavinové monooxgendzy, aldo-ketoreduktazy (AKR), dehydrogenazy/reduktazy s
kratkym fetézcem (SDR) a dehydrogendzy/reduktiazy se stfedné dlouhym fetézcem. Dalsi
skupinou jsou enzymy v druhé fazi biotransformace a do této kategorie se fadi konjugacni
enzymy. Do skupiny konjugujicich enzymut spadd naptiklad UDP-glukuronosyltransferaza,
glutathion-S-transferaza nebo sulfontransferdza. Eliminace xenobiotik v organismu se také

ucastni transportni proteiny [55].

Enzymy, které katalyzuji oxidaci nebo redukci, se nazyvaji oxidoreduktazy. Tyto
enzymy maji klicovou roli v organickych syntézach. Redukovat mohou aromatické slouceniny,
karbonylové skupiny nebo se miize jednat o redukéni aminace [56]. Redukci mohou vzniknout
nova chiralni centra a nové funk¢éni skupiny. Redukci aldehydu a ketonu vznikne sekundarni
alkohol. Redukce zprosttedkovavaji enzymy nejcastéji dvou nadrodin, a to aldo-ketoreduktazy

(AKR) a reduktazy/dehydrogenazy s kratkym tfetézcem (SDR) [57].

Vétsina oxidoreduktaz vyuziva jako reduk¢ni ¢inidlo redukované
nikotinamidadenindinukleotidové kofaktory (NADPH nebo NADP). V pribéhu redukéni
reakce se NAD(P)H oxiduje na NAD(P)*. Redukovana forma NADPH musi byt regenerovana,

aby se zabranilo moZnym inhibi¢nim mechanismim [56].

Jednou z hlavnich nadrodin NADPH dependentnich oxidoreduktaz jsou AKR. Jedna se
o pluripotentni enzymy. AKR se fadi do 16 rodin a ma vice nez 190 ¢lenii (Tabulka 1). Jedna
se o enzymy, které redukuji karbonylové substraty. AKR jsou monomery, které maji obvykle
37 kDa. AKR maji schopnost katalyzovat mechanismus za pomoci kofaktoru NADPH, které
do reakce vstupuje jako prvni a zaroven vychazi z reakce jako posledni. U ¢loveka existuje 15
AKR. AKR jsou také popisovany v souvislosti s malignimi onemocnénimi, diabetickymi
problémy, absenci Zlucovych kyselin nebo poruchami spojenymi s kyselinou retinovou [57]. V

Tabulce 1 je sepsan piehled eznymi AKR.
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Tabulka 1Prehled eznymit AKR. Prevzato a upraveno z [57].

Zkratka rodiny Enzym rodiny

AKRI1 aldehydové reduktazy, aldozové reduktézy,
hydroxysteroidni dehydrogendzy a steroidni
Sp-reduktazy

AKR2 manoéza a xylozareduktazy

AKR3 kvasinkové AKR

AKR4 chalkonové a kodeinonové reduktazy

AKR5S reduktazy kyseliny glukonové

AKR6 p-podjednotky  napétovych  kandli s
draslikovou branou

AKR7 aflatoxin dialdehyd a sukcinat
semialdehyd reduktazy

AKRS8 pyridoxal reduktazy

AKR9 arylalkoholdehydrogenazy

AKRI10 Streptomyces AKRs

AKRI11 Bacillus AKRs

AKR12 Streptomyces

AKR13 reduktizy hypertermofilnich bakterii

AKR14 E. coli

AKRI15 reduktazy Mycobacterium

AKRI16 reduktazy V. cholera

SDR rodina ma vice nez 47 000 ¢lenti, z toho 80 ¢lent bylo identifikovano v lidském

genomu. Vsechny tyto enzymy maji stejnou podobu jadra, a to konkrétné Rossmanniv zahyb,

ktery se sklada ze sedmi paralelnich B-listil, které jsou ohraniceny tfemi o—helixy na kazdé

strané. Tato struktura je velice dilezita pro navazani NADPH. I pfesto, Ze SDR maji podobné

struktury, jejich sekven¢ni podoba se pohybuje mezi 20-30 %. Existuji také dals§i formy SDR,

které maji navazany dalsi struktury na C-konci nebo N-konci [57]. SDR rodina se sklada z

oxidoreduktaz, izomeraz a lyaz. Na zakladé mirnych odliSnosti byly enzymy SDR rozdéleny

do Sesti skupin, a to na klasické, rozsifené, stfedni, divergentni, komplexni a atypické SDR. U

vetsiny klasickych SDR bylo popsano, Ze preferuji NADPH, zatimco vétSina rozsifenych SDR

preferuje NADH [58]. SDR se ucastni metabolismu Siroké Skaly molekul, v¢etné steroidnich
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hormonti, oxysteroll, zluCovych kyselin, prostaglandint, retinoidi, mastnych kyselin,
aminokyselin, cukrt a riznych xenobiotik [57]. Mezi SDR enzymy patii karbonylreduktaza 1
(CBR1, SDR2IC1), karbonylreduktdza 3 (SDR21C2), karbonylreduktaza 4 (SDR45C4),
reduktdza L-xylulozy (SDR20C1) nebo naptikladl1p-hydroxysteroid dehydrogenaza typ 1
(SDR26C1) [55].

2. 1. Piehled potencialnich inhibitori reduktaz

Inhibice n¢kterych enzymt SDR a AKR muze vyvolat nékteré poruchy a onemocnéni.
Zaroven se mechanismus enzymi AKR a SDR dé vyuzit i terapeutické oblasti [59]. Mezi
inhibitory reduktdz se fadi znamé latky, které maji Sirokou Skalu vyuziti a jsou to latky jak
syntetické, tak latky pfirodniho plivodu. Zaroven u téchto latek je mozny potencial

kardioprotektivnich vlastnosti a také se zkouma jejich chemosensibiliza¢ni aktivita [60].

Mezi studované inhibitory reduktaz patfi flavonoidy. Nejsilné€ji inhibuji flavonoidy
karbonylreduktazu 1. Flavonoidy se na CBR1 navazuji diky hydroxylové skupiné na uhlicich
CS5 a C7 a zaroven diky karbonylové skupiné na C4. Latkou s nejsilnéjSim inhibi¢nim G¢inkem
by v tomto kontextu mél byt podle studii luteolin. Dalsi skupinou jsou chalkony. Chalkony jsou
ptirodni latky a mimo jiné prokazuji protirakovinné ucinky. Jednou z nejucinnéjsich sloucenin
je 2'.4' 2-trihydroxychalkon [60]. Mezi dalsi inhibitory 1ze zatadit anthronové a antrachinonové

derivaty, polyfenoly, kurkuminy [61, 62].

2. 1. 1. Kyselina glycerhetinova

Kyselina glycerhetinové je hlavni bioaktivni sloucenina 1ékotice. Pouziva se v 1€katstvi

-----

figuruje jako hlavni aktivni slozka kotene l€kofice, ktery obsahuje od 2 % do 25 % kyseliny

glycerhetinové [64]. Na Obrazku 4 je znazornéna struktura kyseliny glycerhetinoveé.
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Obrazek 4 Struktura kyseliny glycerhetinova. Prevzato z [64].

Synonymy jsou kyselina 18B-glycyrrhetinova, 3B-hydroxy-11-oxo-18f3,20B3-olean-12-
en-29-ova kyselina a enoxolon [64]. Vlastnosti kyseliny glycerhetinové jsou sepsany v Tabulce
2.

Tabulka 2Vlastnosti kyseliny glycerhetinové. Prevzato a upraveno z [64].

Kyselina glycerhetinova
Nazev IUPAC 10-hydroxy-2,4a, 6a, 6b, 9,9,12a - heptamethyl-13-
0x0-3,4,5,6,6a ,7,8,8a, 10,11,
12,14b - dodekahydro-IH - picen-2-karboxylova

kyselina
Molekularni vzorec C30H4604
Molekularni hmotnost 470,7 g/mol
Rozpustnost DMSO
Nerozpustnost Voda

Predevsim diky tomu, Ze se vyznacuje pestrou Skalou ucinkt, jako jsou antioxidacni,
protizanétlivé, protinadorove, hepatoprotektivni, kardioprotektivni, antivirove,
neuroprotektivni a antimikrobidlni G¢inky, je tato latka hojné vyuzivana v dermatologii a
kosmetologii. Vyhodou je také fakt, Ze alergickd kontaktni dermatitida spojend s uzivanim
kyseliny glycerhetinové je pozorovdna pouze velmi vzacné. Kyselina glycerhetinova a jeji
derivaty tedy vykazuji pozoruhodné Siroké spektrum biologickych a farmakologickych aktivit.
Dale je moZzné kyselinu glycerhetinovou vyuzit také jako Cisty extrakt z kotfene lékofice, ktery

lze pouzit k 1é€bé atopické dermatitidy, pruritu a acne vulgaris. Dal$i vyuZiti nalezneme u
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zmirnéni nezadoucich u¢inkl spojenych s poskozenim pokozky diisledkem UV zéfeni, jako je

erytém a pigmentace [65].

Kyselina glycerhetinova mé také nékteré nezadouci fyzikalné — chemické vlastnosti.
Zatadit mezi n¢ miizeme naptiklad nedostate¢nou lipofilitu, nizkou rozpustnost ve vodé, a s tim
souvisejici Spatnou biologickou dostupnost. Nastésti existuje mnoho farmaceutickych
technologii, které se zabyvaji zlepSenim permeace, a tedy zvyseni biologické dostupnosti této
zajimavé slouceniny [65]. Pro zlepSeni uc¢innosti z hlediska nerozpustnosti ve vodé se zkoumayji
napiiklad lipozomy na bazi polyethylenglykol PEG-7 glycerylkokoatu. Tyto PEG-
modifikované lipozomy jsou efektivnéjsi diky ptiznivéjsi velikosti a tvaru castic, jsou tedy
ucinngjsi a stabilnéjsi nez nemodifikované lipozomy. Bylo také zjisténo, ze vykazuji dobrou
depozici 1é¢iva na urovni epidermis béhem studie in vitro. Dale se také pro lepsi permeaci
kyseliny glycerhetinové pouzivaji mikrokapsle, pevné lipidové nanocastice nebo

nanostrukturni lipidové nosice [63].

Kyselina glycerhetinovd prokazala nizkou cytotoxicitu vi¢i normalnim lidskym
keratinocytim. Pfiblizné 80 % bunék ptezilo pfi koncentracich nizSich nez 30 pM. Dalsi
z vlastnosti kyseliny glycerhetinové je schopnost chranit kultury lidskych keratinocytt pred
poskozenim UVB zafenim a mlzZe také miiZe zabranit oxidativni fragmentaci DNA a indukci

rakoviny kize [65].
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2. 1. 2. Naringenin
Naringenin je flavonoid, ktery patii do podtiidy flavanont. Je Siroce obsazen v plodech
citrusti, bergamotu, rajc¢atech a dal§im ovoci. V ramci tfidy flavonoidl je naringenin flavanon,
ktery pochézi z hydrolyzy naringinu nebo narirutinu, coz je jeho prekurzor [66]. Naringenin
vznikd kondenzaci para-kumaroyl-CoA se tfemi jednotkami malonyl-CoA. Naringenin je
zaroven spoustéci jednotkou biosyntézy naringeninu para-kumaroyl-CoA, ktery se u
dvoudéloznych rostlin vznika z fenylalaninu [67]. Schéma syntézy naringeninu je na Obrazku

6. Na obrazku 5 je znazornéna struktura naringeninu.

Obrazek 5 Struktura naringeninu. Prevzato z [23].

Dal$i néazvy naringeninu jsou salipurol, salipurpol, (S)-5,7-Dihydroxy-2-(4-
hydroxyfenyl)chroman-4-on a naringetol. Tato Siroce distribuovand molekula je nerozpustna
ve vod¢ a rozpustna v organickych rozpoustédlech, jako je alkohol [66]. Vlastnosti naringeninu

jsou zaznamendny v Tabulce 3.

29


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22naringetol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20439246%5bStandardizedCID%5d

Tabulka 3 Viastnosti naringeninu. Prevzato z [66, 68].

Naringenin
Nazev IUPAC (2S ) -5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-
dihydrochromen-4-on
Molekularni vzorec C15H1205
Molekularni hmotnost 272,25 g/mol
Bod tani 251 °C
Rozpustnost Organicka rozpoustédla

Nerozpustnost Voda

Mezi popsané biologické aktivity naringeninu patii G€inky antioxidac¢ni, protinddorové,
ma Siroké biologické U€inky na lidské zdravi, které zahrnuji sniZzeni biomarkert peroxidace
lipidii a karbonylaci proteinti, podporuje metabolismus sacharidi, zvysuje antioxida¢ni obranu,
zachycuje reaktivni formy kysliku, moduluje aktivitu imunitniho systému a také pusobi

antiaterogenné [69].

Bohuzel je tento bioflavonoid pfi oralnim poziti Spatné vstiebavan organismem. Pouze
15 % podaného naringeninu se absorbuje v lidském gastrointestinalnim traktu, proto probihaji

dalsi vyzkumy zamétujici se na biologickou dostupnost naringeninu [68].

Bylo také popsano, Ze naringenin mé vyznamnou schopnost modulovat signalni drahy
souvisejici s metabolismem mastnych kyselin, podporuje beta oxidaci mastnych kyselin,
zabranuje akumulaci lipidii v hepatocytech, a tim plsobi protektivné na jatra. Zaroven vSak
ucinné narusuje akumulaci plazmatickych lipoproteinii [66]. Kromé toho naringenin zesiluje
intracelularni signalni reakce na nizké davky inzulinu senzibilizaci hepatocytii na inzulin.
Naringenin je schopen prochazet skrz hematoencefalickou bariéru a vyvijet rizné neuronalni

ucinky, a to diky své schopnosti interagovat se signalnimi cestami proteinkinazy C [69].
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Obrdazek 6 Vznik naringeninu. Prevzato a upraveno z [66].

2. 1. 3. Silybin
Silybin je flavonolignan izolovany z ostropestfce marianského (Silybum marianum)
Jedna se o polyfenol, aromaticky ether, benzodioxin a sekundérni alfa-hydroxyketon. Nékteré
latky obsaZené v ostropestici marianském, mezi které se fadi 1 silybin, vykazuji antioxidacni a
antineoplastické  aktivity. Mize mit roli  antioxidantu, antineoplastického  ¢i
hepatoprotektivniho ¢inidla [70]. Struktura silybinu je vyobrazena na Obrazku 7. V Tabulce 4

jsou shrnuty vlastnosti silybinu.
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Obrazek 7 Struktura silybinu. Prevzato z [70)].

Tabulka 4 Vlastnosti silybinu. Prevzato z [70].

Silybin
Barva zluta
Nazev IUPAC (2R,3R ) -3,5,7-trihydroxy-2-[(2R,3R ) -3-(4-
hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-(hydroxymethyl)-2,3-
dihydro -1,4-benzodioxin-6-yl1]-2,3-dihydrochromen-

4-on
Molekularni vzorec C25H22010
Molekularni hmotnost 482,4 g/mol
Rozpustnost DMSO, aceton, DMF, THF
Nerozpustnost Chloroform, petrolether

Tato molekula nepodléhé redukci, ale snadno se oxiduje na 2,3-dehydrosilybin. Vliv
siln¢ baze nebo dlouhodobé zahiivani nad 100 °C zplsobuje denaturaci. Silybin je povazovan
za bezpecny bez vyznamnych nezadoucich ucinkd, s vyjimkou moznych gastrointestinalnich

dysfunkci [71].

Silybin je hlavni aktivni sloZkou silymarinu, coz je standardizovany extrakt ze semen
ostropestice marianského. Tento extrakt obsahuje smés flavonolignanti sestavajici ze silibynu,
isosilibininu, silicristinu, silidianinu a dal$ich. Silybin je prezentovan jako smés dvou
diastereomerti, a to ze silybinu A a silybinu B v pfiblizné¢ ekvimolarnim poméru. Vyzkumy in
vitro 1 na zvifatech in vivo naznacuji, ze silybin ma hepatoprotektivni (antihepatotoxické)

vlastnosti, které chrani jaterni builky pfed toxiny. Silybin také prokazal in vitro
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antikancerogenni ucinky proti buitkdm lidského adenokarcinomu prostaty, na estrogenu
zavislym a nezavislym bunkam lidského karcinomu prsu, buitkam lidského ektocervikalniho
karcinomu, lidskym buiikkam rakoviny tlustého stieva a malym i nemalym bunkdm lidského

karcinomu plic [70].

Klinické aplikace silybinu vSak vykazuji urcitd omezeni kvili nizké rozpustnosti ve
vodé, Spatné penetraci do epitelialnich bunék stfeva, vysokému metabolismu a rychlé
systétmové eliminaci [71]. K piekonani téchto problémt ukdzala nanotechnologie velky
potencidl pomoci riiznych nosicl, jako jsou lipidové nanocastice, lipozomy, nanokrystaly,
inkluzni komplexace s cyklodextrinem, nanoemulzi, polymernimimicelami a magnetickymi
nanocasticemi pro zlepSeni absorpce ve vod¢ nerozpustnych 1€Civ a je povazovana za slibny
ptistup ke snizeni vedlejSich Gc¢inkd a zlepSeni cileného a pro zlepSeni absorpce ve vodé
nerozpustnych 1é¢iv a je povazovana za slibny piistup ke snizeni vedlejSich u¢inka a zlepSeni

cileného a trvalého uvolnovani 1éciva [72].

Silybin je povazovan za malou, vysoce funkcionalizovanou molekulu a ve své struktuie
obsahuje pét hydroxylovych skupin, které l1ze rozdélit do tii kategorii podle jejich povahy,
tii fenolické, jednu sekundarni a jednu primarni alkoholickou skupinu [71]. Struktura silybinu
se sklada ze dvou hlavnich jednotek. Prvni je zaloZen na taxifolinu, coz je skupina flavononoli.
Druhym je fenylpropanoidova jednotka, kterou je v tomto piipadé conyferil alkohol. Tyto dvé

jednotky jsou spojeny do jedné struktury oxeranovym prstencem [73].

Silybin je vysoce rozpustny v polarnich aprotickych rozpoustédlech, jako je
dimethylsulfoxid (DMSO), aceton, dimethylforamid (DMF) a tetrahydrofuran (THF) a
nerozpustny v nepolarnich rozpoustédlech, jako je chloroform a petrolether Tato molekula neni
redukci zcela ovlivnéna, ale snadno se oxiduje na 2,3-dehydrosilybin. Dlouhodobé ovlivnéni
silnou bazi nebo zahtivani nad teplotu 100 °C miiZe narusit jeho strukturu. U silybin nebyly
nalezeny Zadné vétsi nezadouci ucinky kromé gastrointestindlnich dysfunkci. Silybin mé dva
izomery, a to silybin A a silybin B [71]. Vylucovani silybinu mtze byt snizeno, pokud se
kombinuje s cyklosporinem, riboflavinem, citrulinem, kyselinou listovou, nebo aspartamem

[72].

2. 1. 4. Luteolin
Luteolin je tetrahydroxyflavon a 3'-hydroxyflavonoid. Obsahuje
¢tyti hydroxylové skupiny, které jsou umistény v pozicich 3', 4', 5' a 7. Jedné se o ptirodni

flavonoid, ktery se vyskytuje v mnoha rostlindch. Ma vysoké zastoupeni naptiklad v ovoci a

33


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/phenolics
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/prolonged-heating
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gastrointestinal-distress

zelenin€. Jmenovité to jsou napiiklad paprika, mrkev obecna, brokolice, petrzel, listy cibule,

celer nebo kvéty chryzantém [74, 75]. Jeho struktura se nachazi na Obrazku 8.

Obrazek 8 Struktura luteolinu. Prevzato z [75].

Tabulka 5 Viastnosti luteolinu. Prevzato z [75].

Luteolin
Barva Zluta
Nazev IUPAC 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-on
Molekularni vzorec C15H1006

Molekularni hmotnost 286,24 g/mol

Bod tani 329,5 °C

Bod varu 616 °C
Rozpustnost pri 25 °C 387,5 mg/l

Rozpustnost Voda

Vlastnosti luteolinu jsou popsany v Tabulce 5. Luteolin md mnoho vyuziti naptiklad

-----

systému, stejn¢ jako je aktivni proti n€kolika rakovinam. Ma roli jako inhibitor syntazy

mastnych kyselin, antineoplastické ¢inidlo, antagonista receptoru vaskularniho endotelidlniho

........

-----

protirakovinné ucinky, a miZe biochemicky fungovat bud jako antioxidant, nebo

prooxidant. Kromé toho nékteré vlastnosti luteolinu maji synergni ucinek; naptiklad

34



rrrrr

luteolin, jsou dulezité pfirodni antioxidanty, které maji silné protirakovinné ucinky za

podminek in vitro i in vivo [74].

Luteolin je také studovan v rdmci onkologie. Po podani luteolin vychytdva volné
radikaly, chrani buniky pied poskozenim vyvolanym reaktivnimi formami kysliku (ROS) a
indukuje piimou zastavu bunécného cyklu a apoptéozu v nadorovych buiikach. To inhibuje

proliferaci nadorovych bunék a potlacuje metastazy [75].

2. 1. 5. Glyceraldehyd

Glyceraldehyd je zasadni metabolit a jedna se o pfirodni produkt. Hraje roli pfi tvorbé
kone¢nych produkti pokrocilé glykace (AGE), které jsou Skodlivymi privodnimi jevy starnuti.
Jedna se o triozovy monosacharid. Glyceraldehyd je tedy aldotridza, kterd obsahuje propanal a
v polohach 2 a 3 ma navéazané hydroxyskupiny. Je tak nejjednodussi formou vsech aldéz.
Glyceraldehyd lze také popsat jako glycerin s jednou zménou, a to zména jedné hydroxylové
skupiny na aldehydickou skupinu. Struktura glyceraldehydu je znidzornéna na Obrazku 9.
Glyceraldehyd je vyznamna latka ve farmacii, v kosmetickém primyslu, v organické chemii

[76]. Vlastnosti glyceraldehydu jsou zaznamenany v Tabulce 6.

Obrazek 9 Struktura glyceraldehydu. Prevzato z [76].
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Tabulka 6 Viastnosti glyceraldehydu. Prevzato z [76].

Glyceraldehyd
Barva Bila
Nazev IUPAC 2,3-dihydroxypropanal
Molekularni vzorec C3H603
Molekulirni hmotnost 90,08 g/mol

Bod tani 145 °C
Rozpustnost pri 30 °C 17 mg/ml

Rozpustnost Voda

Glyceraldehyd se zkouma v oblasti moZné 1écby a prevence Alzheimerovy choroby, kde
by mohl zmirnit poSkozeni neuronti a piisobit jako inhibitor glykolyzy. Glyceraldehyd ma velky
vliv na bunécny metabolismus a na hladiny ATP uvnitf bunky [77]. Cytotoxické ucinky
glyceraldehydu jsou vhodné pro 1écbu neuroblastomu, a to diky zplsobeni apoptdzy

v kombinaci s inhibici glykolyzy a indukei glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy [78].

2. 1. 6. Menadion
Menadion je ¢lenem tfidy 1,4-naftochinonti. Pouzivé se jako doplnék vyzivy a k 1écbé
hypoprotrombinémie. M4 roli jako potravinovy doplné€k, jedna se také o inhibitor angiogeneze,
inhibitor hlavni proteindzy SARS koronaviru a antineoplastického ¢inidla [79]. Vyzkumy
prokdzaly Sirokou Skalu biologickych aktivit menadionu. Mé ucinky protirakovinné,

antibakterialni, antimykotické, antimalarické a anthelmintické [80].
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Obrazek 10 Struktura menadionu. Prevzato z [80].

Mezi dal8i nazvy menadionu patii Vitamin K3, 2-methylnaftalen-1,4-dion a 2-methyl-

l,4-naftochinon [80]. Tabulka 7 shrnuje vlastnosti menadionu.

Tabulka 7 Vlastnosti menadionu. Prevzato z [79].

Menadion
Barva zluta
Nazev IUPAC 2-methylnaftalen-1,4-dion

Molekularni vzorec C11H802

Molekularni hmotnost 172,18 g/mol
Bod tani 107 °C
Rozpustnost pii 30 °C 160 mg/1
Rozpustnost Ethylether, benzen, chloroform, kyselina sirova

Mirné rozpustnostny Ethanol, kyselina octova

Menadion je synteticky naftochinon bez isoprenoidniho postranniho fetézce a
biologické aktivity, ale mize byt po alkylaci in vivo pfeménén na aktivni vitamin K2 neboli

menachinon. Menadion se jako doplné€k stravy bézné neuziva, i ptesto, Ze by mohl slouzit jako
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prekurzor vitaminu K. Je to z divodu vedlejSich G¢inkii menadionu pfi jeho podavani ve
nepfiznivé U¢inky na zdravi, véetné¢ hemolytické anémie v disledku nedostatku glukéza — 6
fosfatdehydrogendzy (G6PD), novorozenecké poskozeni mozku nebo jater, nebo v nékterych
pfipadech vedly i k neonatdlni smrti. Menadion je ve vysokych koncentracich velmi
toxicky. Nékdy se mu fikd vitamin K3, ackoli jde o derivaty naftochinonu bez postranniho
fetézce v poloze 3 nemiize vykonavat vSechny funkce vitamini K. Menadion je vitaminovy
prekurzor K2, ktery vyuziva alkylaci v jatrech za vzniku menachinonii, a proto je Iépe

klasifikovan jako provitamin [79].

Menadion se v ptirod¢ nevyskytuje. Je pouzivan jako prekurzor vitaminu K1 a K2.
Vitaminy K télo ziskava potravou a jsou pro organismus dulezité naptiklad v oblasti krevniho
srazeni nebo regulaci kalcifikace kosti. U zvifat mize byt menadion pifeménén na vitamin K2
ve stfevnim traktu prostfednictvim stievni mikrofléry. U lidi dochazi k pfeméné menadionu na
vitamin K2 po jeho alkylaci v jatrech. Navic u dospé€lych lidi mize byt vitamin K1 pfeménén

na vitamin K2, coZ je proces, ktery vyzaduje menadion jako meziprodukt [79].

Komplex menadionu je ve vod¢ rozpustny derivat preménény v téle na menadion. MSB
podporuje tvorbu protrombinu a urychluje koagulaci krve, ¢imz zlepSuje jeji antihemoragickou

aktivitu ve srovnani s pfirodnimi vitaminy K [80].

BohuZel v nékterych situacich mize dochazet ke vzniku reaktivnich forem kysliku
(ROS), a to v redoxnim cyklu menadionu. Dochazi k interakci mezi nukleofilnimi

biomolekulami a 1,4-naftochinonovym jadrem menadionu a jeho derivatt [80].

2.1.7. Mebendazol

Mebendazol je Sirokospektré anthelmintikum, které se bézn€ pouZziva pii infekcich
helminty, tasemnicemi, Skrkavkami a dal§imi infekcemi parazitickymi cervy. Nedoporucuje se
podavat delsi dobu ve vysokych davkach, a to z divodu moZného poskozeni jater a také zvySeni
hladin enzym v séru. Mebendazol je synteticky derivat benzimidazolu. Struktura
mebendazolu je zndzornéna na Obrazku 11. Mebendazol ovliviiuje reprodukci helminta a
celkové preziti helminti. Zpisobuje inhibici tvorby jejich cytoplazmatickych mikrotubuld,
¢imz selektivné a nevratné¢ blokuje vychytavani glukdézy. To méa za nésledek vycerpani

zasob glykogenu a vede ke snizené tvorbé ATP, kterd je potfebna pro preziti a reprodukci
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helminta. To nakonec zplsobi smrt helmintd. Mebendazol je aktivni slozkou napiiklad

produkti Emverm a Vermox [81]. Vlastnosti mebendazolu jsou sepsany v Tabulce 8.

Obrazek 11 Struktura mebendazolu. Prevzato z [81].

Tabulka 8 Viastnosti mebendazolu. Prevzato z [81].

Mebendazol
Barva Bila az nazloutla
Nazev IUPAC methyl-N-(6-benzoyl-1H - benzimidazol-2-yl)
karbamat
Molekularni vzorec C16H13N303
Molekularni hmotnost 295,29 g/mol
Bod tani 288,5 °C
Rozpustnost pri 25 °C 71,3 mg/
Rozpustnost Kyselina mravenci
Nerozpustnost Voda, ethanol, ether, chloroform

Tato latka se Spatné se vstfebava z gastrointestindlniho traktu. Pfiblizné se vstieba
z celkového mnozstvi 5 % az 10 % latky. Vyssi vstifebatelnost miizeme docilit poddvanim
v kombinaci s tuky. U €loveka se ptiblizné 2 % podaného mebendazolu eliminuje moci a zbytek
stolici jako nezménéné 1é¢ivo nebo primarni metabolit (2-aminoderivat). U lidi se jako
maximalni davkovani udava 100 mg dvakrat denn€ po dobu 3 dnt, a to tedy ve vysledku nesmi

pfesahovat sérovou koncentraci vice nez 0,03 pg/ml, pfi¢emz pii 1é¢bé maximalni sérova
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koncentrace dosahuje hodnot 0,5 pg/ml. Doba dosazeni maximalni sérové koncentrace je

pohybuje okolo 2 az 5 hodin [81].

Mebendazol se muze objevovat ve tfech polymorfnich formach. Struktuta téchto forem
se nachazi na Obrazku 12. Jedna se o formu A, formu B a C. Anthelmintickou aktivitu nejvice
vykazuje forma C, kterd je zaroven nejucinngjs$i. Forma B je izomerni forma mebendazolu,
vykazujici toxicitu na rtiznych lidskych bunéénych modelech. Jedna se také o nejvice lipofilni
formu. Co se tyka formy A, jeji aktivita viici helmintim je velmi nizka. Kazda forma ma trochu
odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, coz zplsobuje riznou interakci k vazebnym
biologickym receptorim. Stejn¢ jako ostatni benzimidazoly vykazuje aktivitu v oblasti
anthelmintické, antivirové, antihypertenzni a protirakovinné. M4 tedy Sirokospektré vyuziti.
Mezi dalsi vyhody mebendazolu patii naptiklad snadné podavéni, nizké cena a prostudovana
nizkd toxicita. V poslednich letech je mu vénovana pozornost zjako moznému 1€kt pro

onkologické pacienty. Je zkoumana napiiklad konformace C v oblasti nadorti mozku [82].

o H O Q H O 0 H
/ / /
N OMe N OMe N !H
N H N\ N )—OM&
forma A forma B H forma C o

Obrazek 12Formy mebendazolu. Prevzato a upraveno z [83].
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3. Vlasovka slezova (Haemonchus contortus)

H. contortus je vysoce patogenni gastrointestindlni parazit kmene Nematoda, tfida
Secernentea, tad Strongylida a Celedi Trichonstrongylidae [84]. Taxonimie vlasovky slezové
je zaznamenana v Tabulce 9. Vlasovka slezova parazituje v Zaludku postizenych zviftat.
Konkrétn€ ve ctvrté ¢asti zaludku, tedy ve slezu (abomasum), kde je ptichycena k abomasalni
sliznici. Svou patogenni ¢innost projevuje sanim krve, coz je pro zdravi zvitat velmi neptiznivé
a celkové to ovliviluje zdravi a produktivitu zvirat [85]. Hemonch6za je onemocnéni
definované jako infekce parazitem Haemonchus contortus [86]. Jednd se o vyznamnou a
béznou parazitarni infekci malych prezvykavcl. Tento parazit je rozSifen po celém svété, a to
celkem nerovnomérné. Vyskytuje se predev§im v teplych, mirnych a letnich deStovych
oblastech nez v chladnych a studenych mirnych a suchych oblastech [85]. Pro pteziti vlasovky
slezové je tedy vhodné teplé a vlhké prostiedi. Optimalni podminky pro lihnuti vajicek a vyvoj
larev H. contortus nastavaji pii teplotach okolniho vegetacniho mikroklimatu 22 az 26 °C a
vlhkosti blizké 100 %. Vlasovka slezova parazituje pfedev§im u malych prezvykavci jako jsou
ovce a kozy [84]. V urcitych piipadech mize také napadnout skot a velbloudy, lamy a alpaky.

U velbloudt lam, a alpak vsak nesidli v ctvrté, ale ve treti ¢asti zaludku [87].

Tabulka 9 Taxonomie viasovky slezové. Prevzato z [84].

Kmen Nematoda

Trida Secernentea

Rad Strongylida

Celed’ Trichonstrongylidae

Cyklus helmintd, ktery je shrnuty na obrazku 13, je casto sloZity zahrnujici
mezihostitele [2]. Vlasovka slezova ma dvoufazovy ptimy zivotni cyklus. Prvni obdobi je ve
fazi vajicek a larev. Vajicka vlasovky jsou zobrazeny na Obrazku 14. Druhé obdobi je
parazitickd faze ve slezu hostitele jako larvy a poté dospéli ¢ervi [87] Jsou-li pfitomny idedlni
podminky prostfedi, mize vyvoj od vajicka po infekéni larvy tietiho stadia nastat béhem cEtyt
dnii. Pokud nejsou vhodné podminky, je doba vyvoje larev variabilnéjsi. Nizk4 vlhkost a
vysychani rychle zabijeji vajicka i larvy. Zapouzdiené larvy L3 si zachovavaji kutikulu larev

druhého stadia a jsou nejodolInéjsi volné Zijici formou, ktera je schopna ptezit po dlouhou dobu,
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pokud je teplota a vlhkost ptiznivé. Infekéni larvy se pohybuji z trusu na pidu. Poté ndhodné
migruji horizontaln¢ a vertikalné nahoru travnim porostem. Larvy se nijak nezivi, pro pfeziti se
spoléhaji na uloZenou energii. Tyto infek¢ni larvy jsou konzumovany, kdyz zvitfata spasaji
pastvinu. Po poziti ovlivni pieziti a usazeni larev ve slezu fada faktort, které jsou odvozené od
hostitelské ovce. Patii mezi n¢ vek, plemeno, zdravi a nutriéni stav ovci. Tyto faktory mohou
vyznamn¢ ovlivnit schopnost jedince vyvolat imunitni reakce na larvy H. contortus. V ovci
poté probiha odlupovani kutikuly. Kdyz je toto po tiech dnech dokonceno, je larva L4 dlouha
piiblizn¢ 5 mm. Piiblizn¢ desaty den se dostane larva z povrchu slezu do zaludec¢nich jamek.
Pti tomto déji dochéazi ke krvaceni, protoze se larvy do zaludku dostavaji pomoci lancety
v jejich ustni duting. Larvy L4 pak dozravaji do dospélych forem, které jsou sexualné dimorfni.
Dospélé samice H. contortus zacinaji produkovat vajicka od 12. do 15. dne, ktera se vylucuji s

trusem. Zde kon¢i cyklus a navazuje na néj dalsi novy [86].

pfeména L4 na
dospélého jedince v
dutiné biiéni

L3 se v bfisni dutiné e— E dospély jedinec
mémi na L4 a #vi se (-) .

'y vajicka
- roznasena
L3 je piijiman paraziticka faze vajicko trusem
> 2soucimi se hostitele

prezvykavci

volna faze Fvota

é vajicka se v trusu
pfeméni na L1
IL2seméninal3a —

pfesouvai se do
travy \—___—/

L1 se v ttusu méni
nal?2

Obrazek 13 Cyklus vlasovky slezové. Prevzato z [88].
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Problémem je vznik rezistence vlasovky slezové vic¢i anthelmintikiim. Proto je tfeba
obezfetnost pfi pouzivani anthelminitik, aby se zabranilo dal§imu rozvoji rezistence [85].
Problém rezistence by se mohl uspésné vyftesit vakcinaci, ¢emuz se v téchto letech vénuje
velikd pozornost. Zatim prokazuje nejvétsi ucinnost DNA vakcina. Vakciny jsou slibnou
kontrolni strategii proti parazitim. Nicméné rozsidhlé genetické variace a imunoregulacni
charakteristiky parazitii zjevné brani vyvoji vakciny. Imunitni reakce na hlistové parazity v
jejich hostiteli jsou pomérné slozité a charakterizované do dvou raznych fazi. Prvni fazi je
imunitni reakce na infek¢ni larvy a druhou fazi je imunitni reakce proti dospelym parazitim.
V poslednich letech se na ovcich testuje pfevazné vakcina Barbervax [84, 89], nicméné jeji
pfiprava i podavani je velice ndro¢né a uc¢inné pouze u jehiiat. V soucasné dobé s mnoZstvim
dostupnych genomickych a transkriptomickych dat a nastrojl pro tpravu genomu CRISPR-Cas

se mohou tvotit vylepSené alternativni strategie pti vyvoji vakeiny proti vlasovce slezové [84].

Obrazek 14 Vajicka vlasovky slezové. Prevzato z [84].

Hemonchoza je zaroven jednim z onemocnéni, které mize ptispivat ke vzniku anemie
u ovci. Je obecn€ uznavana jako jedna z nejvyznamnéjSich pfi¢in anémie u malych ptezvykavct
vSech veékovych kategorii v mnoha zemich po celém svété. Anemie se vyznacuje bledosti
sliznic, ktera je snadno viditelna na spojivce ovce [90]. Anemii miiZzeme zaznamenat od 10. az
12. dne od nédkazy zvitete parazitem [91]. Ke vzniku anemie u ovci vSak muize piispet fada
dalSich faktort [86]. DalSim piiznakem onemocnéni hemonch6zou je obecné chiadnuti

organismu, eozinofilii, lymfocytoza, hypoproteinémie, s tim souvisejici bledost sliznic, sniZzena
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produkci viny, podcelistni edémem, az tyto faktory mohou vyustit v smrt zvitete. Tyto pfiznaky
souvisi s tim, ze parazit saje hostiteli krev. Jeden ¢erv dokaze pojmout za den az 50 pl krve

[87], celkové tak miize dochazet ke ztratam 200 ml az 600 ml krve za den [84].

Obrazek 15 Vlasovka slezova. Prevzato z FAF UK KBV.

Obrazek 16 Samec viasovky slezové. Prevzato z FAF UK KBV.

Obrazek 17 Samice vlasovky slezové. Prevzato z FAF UK KBV
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V Zaludeéni stén¢ nemocného zvifete miizeme snadno najit kulaté cervy o velikosti 2
cm (Obrazek 15) [87]. Samec (Obrazek 16) dosahuje délky cca 1,7 cm a $itky téla cca 0,3 mm.
Na konci téla mé bursu, kterd se sklada ze tii lalokd. Samicky (Obrazek 17) maji okolo
vajecniki spiralovité stocené Cervené stievo, které je snadno viditelné i pouhym okem a je to
jeden zhlavnich rozeznavacich znak®i mezi samcem a samici. Cervena barva stfeva je
zpisobena krvi, konkrétné¢ hemoglobinem hostitele [90]. Samicka dosahuje délky cca 2,7 cm a
Sitky cca 0,6 mm. Kromé vyrazného stfeva ma také vulvu, ktera se nachazi na zadni tretin¢ téla
a je ve vzdalenosti cca 0,4 mm od kance téla. Vulvu lze spatiit pod mikroskopem. T¢la samic i

samcu jsou nitkovita, hladka a povrch téla pokryva kutikula [92].
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4. Uprava biologického materialu pied chromatografickou analyzou

Ptfed chromatografickou analyzou je vhodné vzorek upravit co nejvhodnéji pro dané
méteni. Vzorky jsou ve vétSing pripadil ve forme smési, proto je vhodné nékteré ze separacnich
technik pro odd€leni nami analyzovanych latek. Pokud pracujeme s biologickymi vzorky, ¢asto
pro se pro separaci analytu vyuziva precipitace proteinl. Existuji rizné druhy proteinové
precipitace jako je napiiklad precipitace proteinu misitelnym organickym rozpoustédlem,
extrakce, srazeni solemi, zménou pH nebo teplotou. Proteiny maji na povrchu solvatacni obal,
ktery vyznamné ovliviiuje rozpustnost dané molekuly ve vod¢. Solvataéni obal se sklada z vody
a iontll a funguje na principu elektrostatickych sil mezi polarnimi strukturami proteinti a dipoly

vody [93, 94].

Pro analyzu vzorku chromatograficky se velmi vyuziva precipitace proteini organickym
rozpoustédlem misitelnym s vodou jako je acetonitril, methanol nebo aceton, v urcitych
ptipadech 1ze pouzit i ethanol. Velmi vhodna je tato metoda pro kapalinovou chromatografii
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Tato metoda je casto aplikovana ve farmakokinetice.
Pti této precipitaci se vyuziva schopnosti rozdilné rozpustnosti ve vodé a v organickych
rozpoustédlech. Koncentrace rozpoustédla je nepifimo umérnad velikosti solvatacniho obalu
molekuly, tedy ¢im vys$$i je koncentrace organického rozpoustédla, tim mensi velikost
solvata¢niho obalu molekuly. Organické rozpoustédlo postupné vytlacuje vodu z povrchu
proteinu a vaze ji v hydratacnich vrstvach kolem molekul organického rozpoustédla. Organicka
rozpoustédla misitelnd s vodou maji schopnost snizovat dielektrickou konstantu vody, diky
¢emuz se snaze dva proteiny piiblizi smérem k sobé. Postupné tak dojde k absenci solvataéniho
obalu a vysrdZeni proteinll. Soucasti této metody je centrifugace, kterd slouzi k oddéleni
vyslednych proteinovych srazenin od analytu. Po odstfedéni vzorku zlistane na dn¢ zkumavky
pevna usazend Cast zvana precipitat. Nad precipitdtem se nachazi Cira kapalna cast, ktera se
nazyva supernatant. V tomto experimentu byl pouZit acetonitril. Vyhoda acetonitrilu oproti
methanolu je jeho efektivnéjsi precipitace. Methanol vysrazi proteiny ve formé vlo€ek, coz

¢asto neni pro experiment zddouci [93, 94, 95].
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5. Metody vhodné pro méreni vzorki

5. 1. Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High — Performence Liquid
Chromatography) je jednou z nejpopulérnéjSich technik chromatografie [96]. Zasluhu na
oblibenosti této metody ma predevsim fakt, ze se jedna o levnou a pomérn¢ jednoduchou
metodu, navic obsluha je snadno ovladatelna a cela metoda je velmi spolehliva [97]. HPLC je
moderni, vykonnéd a vSestrannd chromatograficka separacni technika. Bézné ji lze vyuzit k
separaci, identifikaci a kvantifikaci slozek z komplexnich smési. Pti standardni HPLC analyze
je pramér kolony obvykle 2,0-4,6 mm a jeji délka dosahuje 20-250 mm. Kolona je uvnitf
vyplnéna staciondrni fazi, nejcastéji se muizeme setkat s modifikovanym silikagelem
s oktadecylovym ligandem tzv. C18, kdy se velikost ¢astic pohybuje v rozmezi 2—5 pm. HPLC
je pravdépodobné nejrozSitenéjsi analytickou separacni technikou pro kvalitativni a

kvantitativni stanoveni sloucenin v bioanalytickych produktech [96].

Analyzu vzorki zajiStuje kapalinovy chromatograf, ktery se sklad4 z nékolika ¢asti. Na
zacatku tohoto pfistroje se nachdzi zasobnik na mobilni fazi, kterd je davkovana a
transportovana pumpou, coz je vysokotlaké cCerpadlo. Nékteré pristroje HPLC maji vice
zasobnich mist pro mobilni fazi, proto HPLC obsahuje také sméSova¢ pro mobilni faze.
V ptipad¢ gradientové eluce se pouZivaji dvé vysokotlakd Cerpadla a sméSovac, ktery, se
vyskytuje aZ za témito Cerpadly, to ovSem zélezi na typu pumpy. DileZité je také mobilni fazi
odplynit, aby se zamezilo vzniku bublin, a proto tento ucel obsahuje HPLC komponentu
vakuovy odplynovac. V davkovacim zafizeni poté dojde k nastfikovani vzorku o nami
zvoleném objemu. Vzorek poté putuje do predkolony a na kolon¢ dochazi k separaci. Analyty
jsou detekovany pomoci detektoru umistény za kolonou. Cel4 sestava je operovéna skrze
pocita¢ s programem, ktery vyhodnoti dané analyty [98, 99]. Sestava HPLC je pifehledné

shrnuta na Obrazku 18.
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Obrazek 18 Komponenty HPLC. Prevzato a upraveno z [100].

Detekce HPLC je zaloZena na principu UV absorbance, fluorescence, indexu lomu,
chemiluminiscence a rtiznych typech elektrochemické detekce, coz je divod vsestranného
vyuziti této metody [101]. Nejcastéji pouzivanym detektorem spojenym s HPLC systémem je
UV nebo PDA detektor. Casto se pouzivaji i dalsi techniky nebo kombinace technik spoleén&
s HPLC. Napiiklad hmotnostni spektrometrie (MS) nebo nukledrni magnetickd rezonance
(NMR). Tyto techniky a jejich kombinace se stala zcela béZnymi metodami a diky tomu se
zvysila schopnost separace a feseni strukturdlnich problémt analyzovanych latek. Nékdy se

pouziva vice detekénich technik, naptiklad LC-UV-MS, LC-MS-MS a LC-NMR-MS [96].

5. 2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometry) se bézné vyuziva ve studiu
proteinll a dalSich molekul, v chemické analyze a pro potiebu charakterizace biologickych
vzorkd. M4 velmi Siroké vyuziti odvétvi zivotniho prostfedi, veterindrni sféfe, v 1€karstvi,
primyslu, forenzni analyze, zemé&délstvi, toxikologii, genetice, molekularni genetice nebo
v laboratofich v potravinafstvi. Princip této metody spoc¢ivéa ve vzdjemném pusobeni nabitych
¢astic s magnetickym nebo elektrickym polem ve vakuu. Hmotnostni spektrometrie je versatilni
metoda a lze ji pouzit pro Sirokou paletu molekul, jednou z hlavnich podminek je Ze latka musi
byt ionizovatelnd. Miizeme sledovat naptiklad peptidy, lipidy, metabolity nebo glykany, a to
v jediném experimentu. Princip spociva v ionizaci molekul vzorku a poté vygenerovani

hmotnostnich spekter. lonizaci vzniknou ionizované molekuly vzorku, které mohou v iontovém
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zdroji fragmentovat. Castice jsou separovany podle poméru hmotnost/ndboj nabitych &astic
(m/z). U téchto iontd se po dopadu na detektor uréi jejich podet. Casto se vyuziva tandemové
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), kdy se propoji vice hmotnostnich spektrometrii za acelem
zvyseni citlivosti metody. Velmi dualezité pro analyzu je co nejpiesnéjsi zpracovani vzorku,
protoze i malé mnozstvi kontaminace nebo nedostatecné zpracovani vzorku mtize velice snadno
ovlivnit vysledek. Dulezité jsou také dalsi parametry jako je naptiklad inhibovat enzymovou
aktivitu, ovSem to zavisi na daném vzorku, zda je to tfeba. Diky svoji Siroké Skale aplikaci se
hmotnostni spektrometrie velice rozsifila v oblasti vyzkumu a také v klinické oblasti [102, 103,

104].

Hmotnostni spektrometr ma tfi hlavni ¢asti, a to zdroj iontd, analyzator a detektor.
Z ionizac¢niho zdroje piechdzi ¢éstice do urychlovace a poté do separdtoru. V iontovém zdroji
vznikaji ze vzorku ionty v plynné fazi. lontové zdroje se déli na mekké a tvrdé na zakladé
mnozstvi energie pii ionizaci. Pfi mekké ionizaci dochazi k mensimu mnozstvi fragmentt
oproti ionizaci tvrdé. V boianalyze se velmi Casto vyuzivd mé&kké ioniza¢ni technika, a to
elektrosprej ESI (electro spray ionization). ESI je univerzélni Setrnd metoda ionizace, ktera
probiha za atmosférického tlaku diky vlivu vysokého elektrického napéti na kapilaru. Vznikaji
malé kapicky aerosolu, které jsou postupné odparovany a dale prevedeny do analyzatoru. Tato
ioniza¢ni technika je vhodna v pfipadé¢ stfedné aZ siln€ polarnich analytii, malych organickych
a anorganickych molekul, ale 1 velkych biomolekul a polymert. V kombinaci s HPLC nebo
HPLC-MS se nejcastéji vyuziva ionizace pomoci ESI stejné jako v piipadé této prace [103, 104,
110].

Analyzétory se pouZzivaji pro separaci iontll podle velikost m/z a dale pfenasi analyt do
detektoru. Existuje n€kolik typl analyzatorti naptiklad magneticky analyzator, kvadrupdlovy
analyzator, iontova past, iontové cyklotronova rezonance, orbitalni past nebo analyzator doby
letu (TOF). Analyzatory lze také rozdélit dle jejich rozliSovaci schopnosti na analyzéatory
s vysokou nebo nizkou rozliSovaci schopnosti. Volba analyzatoru zavisi pravé na rozliSovaci
schopnosti, typu vzorku a obecné na pozadavcich na danou analyzu vzorku jako je rychlost

analyzy, citlivost nebo U¢innost [98, 99, 103, 104].

V analyze je velmi pouzivan kvadrupdlovy analyzator, ktery je sestaven ze Ctyt
kovovych ty¢i uspofadané do tvaru kruhu. Dvé tyCe naproti sobé jsou spojeny stiidanim
stejnosmérného a sttidavého napéti. Tim dochézi k oscilaci iontd. lonty jsou poté separovany

na zaklad¢ urcité velikosti iontll v poméru m/z, protoze pouze vybrané ionty budou mit vdaném
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okamziku stabilni letovou drahu. A pravé tyto ionty putuji dale do detektoru. Jednim z nejCastéji
pouzivanych analyzatort je trojity kvadrupol, a to diky jeho schopnostem jako je vysoka
citlivost, rychlost a univerzalnost. Jeho nevyhodou muize byt jeho nizsi rozliseni. Komponenty
trojitého kvadrupolu jsou na schématu na Obrazku 19. Vyskytuji se zde tti kvadrupodly, kdy dva
slouzi jako hmotnostni analyzatory a mezi nimi je tfeti, ktery slouzi jako kolizni cela. V prvnim
analyzatoru se selektuji ionty. V kolizni cele dochézi ke srazkam iontii z prvniho kvadrupdlu
s molekulami plynu. Jako kolizni plyn se pouziva dusik nebo argon. Diky srazkam se zvysi
vnitini energie a ¢astice mohou fragmentovat. Fragmenty putuji dal do tfetiho kvadrupo6lu, kde
jsou ionty analyzovany. Tento princip je zobrazen na obrdzku 19. Trojity kvadrup6l muize
fungovat ve Ctyfech rezimech, a jsou to sken produktovych iontii, sken prekurzorovych ionti,
sken neutrdlni ztraty a zdznam vybranych rakci (MRM, Multiple reaction monitoring). MRM
je velmi citlivy a selektivni rezim. Jeho vyhodou je rychlost méfeni hmotnostniho ptechodu,
coz je prechod hodnot m/z prekurzorovych a produktovych iontli. Rychlost piechodu je 5-200
m/s. MRM byl pouzivan i v rdmci této prace [98, 99, 103, 104].

. druhy
prvni analyzator kolizni cela analyzator detektor

N _z\ 1. .
'__J/|_.:/|J_:

viechny ionty vybrané ionty vysledné ionty

elektrosprej >

Obrazek 19 Trojity kvadrupol u MS. Prevzato a upraveno z [105].

Z analyzatoru putuji ionty na detektor a signal je poté pieveden do digitalniho formatu.
Vystupem je zdznam dat ve form& hmotnostniho spektra zachycujici intenzitu signalu. Tyto
informace jsou poté porovnavany se spektry znamych latek. Analyza i detekce latek probiha ve
vakuu. Detektory lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina detektort zaznamenava vSechny
ionty na zaklad¢ m/z, které zaznamenavaji piimo hodnotu elektrického proudu. Druh4 skupina
zaznamenava ionty ve vztahu k velikosti m/z. Pro detekci se u MS pouziva vétSinou elektronovy

nasobi¢ nebo scintilacni krystal [98, 103].
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5.3. HPLC-MS

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii se da povazovat za jednu
z nejcitlivéjSich analytickych metod [103]. HPLC-MS mitize poskytovat kvalitativni a
kvantitativni informace ohledné riznorodych typti vzorkl. Pfedevsim za poslednich deset let si

tato metoda ziskala velikou oblibu [106]. Systém HPLC-MS je popsan na obrazku 20.

Jak jiz zde bylo zminéno pro jesté vétsi rozliSovaci schopnosti a citlivost je velmi
vhodné a bézné pouziti spojeni HPLC a MS. Nejcastéji je metoda HPLC-MS zalozena na

principu ionizace za atmosférického tlaku jako je ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka

ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a foto ionizace za atmosférického tlaku (APPI) [101].

mobilni faze davkovani
vzorku

p
detektor
rrT1a ~ (
hmotnostni : 1
spektrometr
==
& e=h
pfistroj HPLC HPLC chromatogram a analyza
kolona hmotnostniho spektra

Obrazek 20 HPLC-MS. Prevzato a upraveno z [107].
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EXPERIMENTALNI CAST

6. Pouzité chemikalie, pristroje, prisluSenstvi

6. 1. Chemikalie

Flubendazol Sigma-Aldrich

NADPH Roth

Cytosol ISE

Cytosol IRE

Na-fosfatovy pufr pH 7,4 100 mmol/l
DMSO Penta

Redestilovana voda

Kyselina glycerhetinova Sigma-Aldrich
Naringenin Sigma-Aldrich

Silybin Sigma-Aldrich

Luteolin Sigma-Aldrich
Glyceraldehyd Sigma-Aldrich
Menadion Sigma-Aldrich
Mebendazol Sigma-Aldrich
Acetonitril Lach:ner

Fubendazol deuterovany Sigma-Aldrich

6. 2. Pristroje

Mrazici box s teplotou -80 °C Liebherr

Thermomix comfort Eppendorf

Vortex V-1 PLUS BIOSAN

Analytické vahy Sartorius

Centrifuga Thermo Scientific Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge
Koncentrator Eppendorf Concentrator Plus

Ultracentrifuga Sorvall XW 80

Homogenizator Biobase MG-24

Kapalinovy chromatograf UHPLC Shimadzu Nexera

Hmotnostni spektrometr Shimadzu 8030 Triple Quadrupol
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6. 3. Dalsi prisluSenstvi
e Pipety Eppendrof 1 ul — 1000 pl
e Spicky Eppendorf 10 pul — 1000 pl
e Zkumavky 1,5 ml Eppendorf

e Navazovaci 1zicka

e Kadinky
e Nadoba na led
e Led

e Vialky 2 ml

e Popisovac

e Stitky na vzorky

e Kirabicka na ukladani vzorkl

e Filtr LUT Syringe Filter PTFE 4 mm, 0,22 pm
e Centrifugacni kyvety

e Michadlo
e Pinzeta
o Nizky
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7. Pripravy roztoki

7. 1. Priprava 0,1 M Na-fosfatového pufru pH 7,4

Byl ptipraven roztok A smichdnim 3,5 g hydrogen fosfore¢nanu sodného a 100
redestilované vody. Poté byl pfipraven roztok B smichanim 2,7 g dihydrogen fosforecnanu
sodného a 100 ml redestilované¢ vody. Vysledny pufr byl vytvofen smichdnim
40,5 ml roztoku A a 9,5 ml roztoku B. Pufr byl zméten pH metrem, aby se ov¢tilo pH 7,4. Tento

vysledny pufr byl uchovavan v lednici.

7. 2. Priprava flubendazolu, inhibitori, NADPH

7. 2.1 Priprava NADPH
Ptiprava NADPH probihala vZzdy tésné€ pted experimentem. Vytvofeny roztok NADPH
musel byt uchovavéan, v mezicase ithned po jeho vytvofeni a tésné pfed jeho pouzitim

v experimentu, na ledu.
Postup:

Bylo potieba vypocitat dané mnozstvi NADPH pro experiment dany den, toto mnozstvi
bylo ménéno na zakladé poctu vzorkti dany den. Konecna koncentrace NADPH byla vzdy
10 mmol/l. Vypocet viz niZe. Poté byla navazka rozpuSténa v redestilované vodé. Roztok

NADPH byl ponechany vzdy na ledu.
Vypocet:
Celkova koncentrace roztoku NADPH (¢1) = 10 mmol/l = 0,01 mol/l
Molarni hmotnost NADPH (Mnaprn) = 744,413 g/mol

Celkovy objem roztoku NADPH (VNappr) = 600 ul = 0,0006 1

m=c-V-M
m=0,01 - 0,0006 - 744,413
m = 0,0044665 g = 4,4665 mg

Pro 39 vzorki bylo navazeno 4,4665 mg NADPH a rozpusténo v 600 pl redestilované
vody.
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7. 2. 2. Priprava inhibitora
Vsechny inhibitory byly v podobé jemného prasku rozpustény v DMSO, pouze
menadion byl rozpustén v ethanolu. Inhibitory byly uchovavéany v lednici jak v jejich pivodnim
stavu a baleni, tak poté v roztoku. Vysledna koncentrace vSech inhibitord byla 1 mmol/l.
Navazky inhibitora byly vzdycky vypocitany podle vzorového piikladu jako u kyseliny

glycerhetinové viz nize.

Vypocet kyselina glycerhetinova:
Celkova koncentrace roztoku inhibitoru (¢) = 1 mmol/l = 0,001 mol/l
Molarni hmotnost inhibitoru (Mkys.glye.) = 470,69 g/mol
Celkovy objem roztoku inhibitoru (Vkys.glye.) =1 ml = 0,001 1
m=c-V-M
m = 0,001 - 0,001 - 470,69
m = 0,00047069g = 0,47069 mg

Inhibitor kyselina glycerhetinova o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 4,7069 mg

v 10 ml DMSO.

Inhibitor naringenin o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpuSténim 2,7226 mg v 10 ml

DMSO.
Inhibitor silybin o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusSténim 4,8244 mg v 10 ml DMSO.
Inhibitor luteolin o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 3,4349 mg v 12 ml DMSO.

Inhibitor glyceraldehyd o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 1,8016 mg v 20 ml
DMSO.

Inhibitor menadion o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 2,0662 mg v 12 ml

v ethanolu.

Inhibitor mebendazol o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 2,95293 mg v 10 ml

DMSO.
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7. 2. 3. Priprava flubendazolu
Vypocet flubendazol:

Celkova koncentrace roztoku flubendazolu (¢) = 1 mmol/l = 0,001 mol/l
Molarni hmotnost flubendazolu (Mfubendazol) = 313,28 g/mol
Celkovy objem roztoku inhibitoru (Viubendazot) = 10 ml = 0,01 1
m=c-V-M
m = 0,001 - 0,01 - 313,28
m =0,0031328 g=3.,1328 mg

Flubendazol o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 3,1328 mg v 10 ml

DMSO.

7. 3. Priprava subcelularnich frakci cytosolu
Pomtcky viz (kapitola 6).

Vlasovka slezova ulozena pti— 80 °C byly rozvazena do misek po 5 g. NavaZeni parazité
byli dani do homogenizatoru. K vlasovce slezové v homogenizatoru byl pfilit 0,1 mol/l Na-
fostatovy pufr pH 7,4 o objemu 30 ml na 5 g Cervll. Tato smés byla zhomogenizovana
v kulickovém homogenizatoru 3 cykly 30 sekund. Zhomogenizovany vzorek byl piemistén do
centrifugaéni kyvety. Vzorek byl odstfedén pii 20 000 g a 4 °C po dobu 60 minut. Po stoceni
byl odebran supernatant do dalsi centrifugacni kyvety. Supernatant byl odstiedén pti 105 000 g
a4 °C po dobu 65 minut. Po tomto druhém odstfedéni byl opét odebran supernatant v podobé¢
cytosolu. Cytosol byl rozdélen do zkumavek po 0,16 ml a uchovavan pii — 80 °C. Pfiprava

subcelularnich frakci cytosolu je zaznamendna na Obrazku 21.

56



SUPERNATANT 1

— SUPERNATANT 2

105.000xg
tosol
#°C, 65 min
20.000xg rozpipetovat
4°C, 60 min
homogenat
PELETA 1 PELETA 2

mitochondrie

jadra
vazivo resuspendovat v
pufru s glycerolem
a rozpipetovat

Obrazek 21 Priprava cytosolu. Prevzato z FAF UK KBV.

7. 4. Inhibi¢ni experiment

Pomicky viz (kapitola 6).

Vzorky s inhibitorem mebendazol byly pfipraveny o koncentraci 1 ummol/l a 2
ummol/l, vzorky s ostatnimi inhibitory byly o koncentraci 1 pmmol/l a 100 pmmol/l. Protein
v cytosolu byl v reakci 0,4 mg/ml. VeSkeré experimenty byly provadény tfikrat. Experimenty
probihaly od zafi 2022 do dubna 2023.

Postup:

Bylo tfeba pracovat co nejrychleji a nejpfesnéji s ohledem na to, Ze se jednalo o
manipulaci s enzymovym preparatem. Byl pfipraven roztok NADPH o koncentraci 10 mmol/l,
jak je jiz zminéno vySe. Byla pfipravena nadoba s ledem, do které byly dany inhibitory, pufr,
flubendazol a NADPH. Do zkumavek o objemu 1,5 ml byly pipetovany komponenty dle
tabulky €. 10. Vzorky byly pfipraveny v technickych triplikatech. Ptehled vzorka je sepsan v
Tabulce 10.
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Tabulka 10 Prehled slozek vzorkii

Typ vzorku Flubendazol | NADPH | Pufr | DMSO Inhibitor Cytosol
1 mmol/l 10 mmol/1 | [pl] [pd] 1 mmol/l [pd]
[m1] [m1] [md]
FLU bez
inhibitoru ! 10 39 ! - 50
FLU
s inhibitorem 1 10 38 - 1 50
10 pmol/l
FLU
s inhibitorem 1 10 29 - 10 50
100 pmol/l
Bez cytosolu 1 10 88 - 1 -
Bez FLU - 10 39 - 1 50

Vsechny vzorky byly dany do termostatu. Reakce byla odstartovana ptidavkem 50 pl
cytosolu. Po ptidani cytosolu byly zkumavky inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 4 hodiny.
Poté bylo do kazdého vzorku ptidano 300 pl studené¢ho acetonitrilu a 1 pl vnitiniho standardu
FLU-D3 o koncentraci 1 mmol/l, ktery slouZi pro porovnéni s odezvou analytu. Vzorky byly
odstfedény pti 20 000 g a 4 °C po dobu 10 minut. Z odstfedénych vzorkl bylo odebrano 350 ul
do vialky. Vzorky ve vialkach byly vysuSeny pii teploté 30 °C po dobu 2 hodin a az do méteni

uchovavany pii -20 °C.

7. 5. Rozpousténi a méreni vzorku

Do jednotlivych vzorkl bylo ptidano 30 ul ACN, aby byl vzorek kompletné rozpustén.
Poté bylo ptidano 70 pl redestilované vody. Tento objem 100 pl 30 % acetonitrilu smiseny se
vzorkem byl pfepipetovan do injekéni stiikacky o objemu 1 ml. Na injekéni stfikacku byl
nasazen PTFE filtr o priméru 0,22 pm. Obsah injekéni stiikacky, tedy vzorek rozpustény
v 30 % ACN, byl piefiltrovan do inzertu v ptivodni vialce. Takto byly rozpusStény vSechny
vzorky. Vzorky byly zméfeny pomoci LC-MS (kapitola 7.6).
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7. 6. Parametry pro méreni vzorki pomoci metody HPLC-MS

Po rozpusténi vzorkli byla uskutecnéna samotna HPLC-MS analyza. Vzorky byly
analyzovany na chromatografu Shimadzu Nexera. Separace analytd probihala na kolon¢€ Zorbax
Bonus RP C18, o rozmérech 2,1 mm x 150 mm a praméru ¢astic 1,8 pm. Tato stacionarni faze
je vhodna pro separaci bazickych analytii. Chromatograf obsahuje binarni pumpu, vakuovy
odplynovac, automaticky davkovac s teplotou 15 °C a prostor pro kolonu pii stalé teploté 50

°C.

Vzorky byly méfeny pfi gradientové eluci, a to po dobu 10 minut. Mobilni faze byla
slozena ze dvou roztokl. Mobilni faze A m¢la slozeni 0,1 % HCOOH. Mobilni faze B méla
slozeni ACN s obsahem 0,1 % HCOOH. Mobilni faze m¢la pratok 0,4 ml/min. Gradientova
eluce probihala v nasledujicich krocich: sloZzeni mobilni faze bylo nastaveno na 20% mobilni
faze B, a to po dobu 20 vtetin. V nasledujicich 3 minutach se procentudlni zastoupeni mobilni
faze B ménilo na 95 %. Mobilni faze B pti hodnoté 95 % byla stald po dobu 2 minut. Poté se
hodnota mobilni faze B opét sniZila na 20 %. 6 minut od konce analyzy jiz byla tato hodnota

konstantni. Zaznam gradientové eluce probihal podle zdznamu na Obrazku 22.
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Obrazek 22 Zaznam gradientové eluce

Pro detekci byla vyuzita ionizaéni technika ESI v pozitivnim iontovém rezimu. Jako
susici a nebulizac¢ni plyn byl pouzit dusik s priitokem suSiciho plynu 12 1/min a s pritokem
nebuliza¢niho plynu 2,5 I/min. Napéti na kapilafe dosahovalo hodnoty 4,5 kV pfi teploté
tepelného bloku 400 °C. Pro métfeni vzorkd byl pouzit analyzator QqQ v reZimu MRM.
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Koliznim plynem ve Q2 byl argon. Pro analyzu vzorkl byl pouZit spektrometr Shimadzu LCMS
8030.Davkovany objem vzorku byl 1 pl.

7. 7. Vyhodnoceni dat

Cely experiment byl opakovan tfikrat a jednotlivé vzorky byly vzdy pfipravovany
v triplikatech. Data ziskané¢ z UHPLC-MS analyzy ptedstavovaly plochy pod pikem FLU a
FLUR vztazené k plocham pod pikem IS. Vysledné data byla vyhodnocena jako pomér ploch
pod pikem pro FLU-R ku FLU. Statistické vyhodnoceni probihalo v programu GraphPad Prism
9 a byl aplikovan test dvoucestna analyza rozptylu ANOVA s post-hoc Tukey testem.
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8. Vysledky

Kazdy inhibitor je popsan jednim grafem, ve kterém je na ose x vynesena koncentrace
inhibitoru v umol/l a na ose y se nachazi pomér hodnot velikosti ploch pod pikem redukovaného
flubendazolu a flubendazolu v procentech. Osa y tedy vyjadfuje inhibici enzymu v cytosolu
danym inhibitorem, coz odpovida snizenému mnozstvi tvorby redukovaného FLU vztazenému
k FLU v procentech. Na ose x je nejprve zobrazena kontrola, poté vzorky s koncentraci 10
umol/l, a nakonec vzorky s koncentraci 100 umol/l. Hodnota kontroly vzdy dosahuje hodnoty
100 % a je v grafu vyznacena pferusovanou linkou. S touto hodnotou kontroly je vzdy
porovnavané mnozstvi FLU-R/FLU. V jednom grafu jsou zaroven zobrazeny vysledky obou
kment IRE a ISE vedle sebe pro ptehlednéjsi porovnani. Ke kazdé koncentraci inhibitoru je v
grafu znazornéna smérodatnd odchylka. Inhibitory byly vybirany na zakladé piedchozich
zkuSenosti na katedie biochemickych véd FaF UK HK ze studia inhibice redukujicich enzymi
v riznych modelovych systémech. V piipad¢ inhibice redukce by v pfitomnosti inhibitoru mél
byt pozorovan pokles tvorby FLU-R/FLU. V ptipadé koncentraéni zévislosti miry inhibice ¢im
vyssi byla pouzitd koncentrace inhibitoru v reakéni smési, tim mensi mnozstvi FLU-R/FLU by

mélo byt detekovano. Grafy s vyslednym vyhodnocenim jsou zobrazeny na Obrazcich 23-29.
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8. 1. Vyhodnoceni kyseliny glycerhetinové

Kys. Glycerhetinova

250+
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Obrazek 23 Inhibice FLU kyselinou glycerhetinovou

Z grafu lze vypozorovat, Ze kyselina glycerhetinovd nevykazuje inhibi¢ni u€inky pfi
tvorb& FLU-R. U vzorki IRE naopak pfi vyssi koncentraci roste mnozstvi FLU-R ve vzorku,
coz je opacny d¢j, nez ktery byl o¢ekavan. Pii koncentraci 10 umol/l dosahuje hodnota FLU-
R/FLU 120 % a koncentrace 100 umol/l dosahuje téméi 200 %. Namétené hodnoty FLU-R
viuci FLU u ISE dosahuji lehce pod hranici kontrolnich hodnot. Inhibi¢ni G¢€inek kyseliny
glycerhetinové o koncentraci 10 umol/l je o 10 % nizsi v porovnani s kontrolnim vzorkem, nizsi
koncentrace nevykazuje inhibi¢ni t¢inek témet zZadny. Statisticky vyznamna inhibi¢ni aktivita

u tohoto inhibitoru tedy nebyla zaznamenana.
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8. 2. Vyhodnoceni naringeninu

Naringenin
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Obrazek 24 Inhibice FLU naringeninem

Naringerin uZ inhibi¢ni G€inky na tvorbu FLU-R prokazuje. Tyto u¢inky jsou zesileny

pfi vyssi koncentraci inhibitoru. Nejvétsi miru inhibice miiZzeme pozorovat u tvorby FLU-R u
kmene ISE s koncentraci naringeninu 100 pmol/l, kterda dosahuje hodnot 70 %. Pti koncentraci
naringeninu 10 pmol/l u ISE dochazi ke vzniku FLU-R o 25 % méné nez u kontrolniho vzorku.
U IRE je statisticky vyznamné sniZeni pozorovano uZ i pii niz8i hladin€ inhibitoru, konkrétné
10 pmol/l naringenin zplsobil 60 % inhibici tvorby FLU-R a 100 umol/l zpisobil 65 % inhibici

tvorby FLU-R oproti kontrolnim vzorkim.
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8. 3. Vyhodnoceni silybinu

Silybin
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Obrazek 25 Inhibice FLU silybinem.

Silybin prokazuje inhibi¢ni vliv na tvorbu FLU-R vice u kmene ISE. K statisticky
vyznamné inhibici tvorby FLU-R/FLU dochézelo pouze pti koncentraci silybinu 100 umol/l,
kde inhibi¢ni aktivita byla 70 % oproti kontrole. Pfi pouziti 100 umol/l silybinu byla inhibice
50 %, ale kvtli velkym rozdilim mezi méfenimi nebyla tato inhibice signifikantni. U kmene
IRE nebyl pozorovan signifikatni efekt inhibice, nicméné v obou koncentracich byla snizena
tvorba FLU-R také pozorovana; pti koncentraci silybinu 10 umol/l vzniklo 80 % FLU-R/FLU
oproti kontrole a pfi 100 pmol/l silybinu vzniklo 60 % FLU-R/FLU oproti kontrole.
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8. 4. Vyhodnoceni luteolinu

Luteolin
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Obrazek 26 Inhibice FLU luteolinem
U luteolinu vznikalo vice FLU-R/FLU nez u kontrolniho vzorku, ale pouze u kmene
ISE s koncentraci luteolinu 100 umol/l. Tato hodnota presahuje 135 % vzniklého FLU-R/FLU.
U IRE byla zaznamenéna inhibice FLU-R u koncentrace luteolinu 100 pmol/l, kdy hodnota
vzniklého FLU-R/FLU dosahovala 60 % oproti kontrole. U kmene ISE nedoSlo pfi koncentraci
10 pmol/l k vyznamnému inhibi¢nimu efektu, oproti kontrole se jednalo o snizeni tvorby FLU-

R/FLU o cca 10 %.
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8. 5. Vyhodnoceni glycerladehydu

Glyceraldehyd
200
e IRE
150 =1 ISE
£
3
w 100-
e
2
~ 50+
0-

0

Koncentrace [uM]

(] ]
& 0

Obrdzek 27 Inhibice FLU glyceraldehydem
U glyceraldehydu nebyly zaznamendny zadné inhibi¢ni ucinky na tvorbu FLU-R.
Naopak ve vSech koncentracich a vSech kmenech se s vyss$i koncentraci glyceraldehydu
zvySovalo 1 mnoZstvi redukovaného FLU, coZ je pfesné opacny efekt, ktery by se od inhibitoru
ocekaval. U obou kmenti ISE i IRE dosahuji hodnoty vzniklého FLU-R/FLU pf#i 10 umol/l
okolo 110 % a u koncentrace 100 pmol/I se hodnoty vzniklého FLU-R/FLU pohybuji na hranici
120 %. U glyceraldehydu nebyla detekovana zadna mira inhibice reduktaz.
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8. 6. Vyhodnoceni menadionu

Menadion
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Obrazek 28 Inhibice FLU menadionem
Menadion prokazal nejvétsi inhibicni G€inky vii¢i reduktazam a tvorbé FLU-R ze vSech

inhibitord v této préci, a to v kazdém vzorku. Zna¢né inhibi¢ni vlastnosti menadionu se

%. U kmene IRE bylo mnozstvi detekovaného FLU-R jesté niZz8i a dosahuje tak 20 % kontroly.
S koncentraci 100 umol/l inhibi¢ni vliv opét roste, dochazi témé&f k potlaceni redukce, a tim
vzniku FLU-R. Plati zde, ze ¢im vys$$i koncentrace menadionu, tim vice jsou cytosolové
enzymy inhibovany, a tim mén¢ vznikd FLU-R. Pii koncentraci 100 pmol/l u IRE vzniké pouze
5 % FLU-R/FLU a u ISE vznika pouze 3 % FLU-R/FLU oproti pfislusSnym kontroldm. Jedna

v

se tak o nejucinngjsi inhibitor v této praci.
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8. 7. Vyhodnoceni mebendazolu

Mebendazol
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Obrazek 29 Inhibice FLU mebendazolem

Mebendazol je strukturné podobny FLU, proto ho nelze v tomto experimentu povazovat
za inhibitor zalozeny na stejném principu jako jsou inhibitory pfedchozi. Mebendazol je
pravdépodobné redukovan stejnym enzymem jako FLU, proto mezi nimi vznika kompetitivni
vztah. Mebendazol by mél svoji podobnosti FLU vykazovat kompetitivni vlastnosti, coz se
potvrzuje u ISE, kdy s vétsi koncentraci dochazi k vyssi inhibici. Musime zde také zohlednit
odlisnou koncentraci od ostatnich inhibitorti z diivodu nizsi rozpustnosti mebendazolu. U
kmene IRE je pii koncentraci 10 pmol/l je redukovano 60 % FLU, pfi pouziti 20 pmol/l
mebendazolu je redukovano 15 % FLU v porovnani s kontrolou. U kmene ISE vykazuje
mebendazol u¢innou inhibici zavislou na koncentraci, 10 pumol/l mebendazol sniZil tvorbu

FLU-R 0 25 % a 20 pumol/l mebendazol dokonce o 80 %.
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DISKUSE

Mezi nejbéznéjsi stfevni parazity, které clovéka infikuji, patfi Skrkavky, tasemnice,
bicikovci a méchovci. Stievni parazité maji vliv na zdravi svého hostitele a mohou mu zptsobit
napf. anemii, potize s mocovym meéchyfem, obecné zplusobuji zhorSeny vyvoj déti, a to jak
psychicky, tak fyzicky. A dale mohou zpiisobit komplikace béhem téhotenstvi, které se pak
mohou pfenést i na novorozence. Infekce helminty zptisobuji velikou komplikaci jak v oblasti
veterindrni, tak v oblasti lidské mediciny. Celkovy pribeh infekce a obecné jeji dopad na
hostitele se muze lisit dle druhu parazita. Zaroven pocateCni kontakt mezi parazitem a
hostitelem mize byt odlisny. Parazité mohou infikovat hostitele napiiklad pozitim nedostate¢né
tepelné upraveného jidla, nebo prostiednictvim hmyziho vektoru anebo kontaminaci
infikovaného jidla naptiklad ptidou. Hlistice maji slozity cyklus, kdy prochdzi uréitymi stadii.
Z tohoto diivodu je také komplikovanégjsi podavani anthelmintik a nésledna 1écba [2]. 1 v dnesni
dobé je infekce helminty u lidi velmi rozsifend a béznd, a to zejména v rozvojovych zemich.
Nejvétsi podil na infekei lidi maji pidni parazité. Idedlni prostiedi pro tyto helminty je tepld a
vlhk4 ptda. Clovék se skrze ptdu po jeji kontaminaci nakazi vaji¢ky nebo larvami parazitti [4].
Ve vyspélych zemich vede infekce k fatalnim nasledkim jen velice zfidka [108]. Clovék
infikovany parazity je vSak citlivéjsi k jiné ndkaze, naptiklad kvasinkami. Zaroven nékaza
parazity pacienta IéCeného s HIV, AIDS, malarii nebo tuberkul6zou mtize zhorSovat stav téchto
chorob a u pacienta je zvySeno riziko téz§iho prubehu infekce [4]. V oblasti zemédé€lstvi pisobi
parazitarni infekce zvitat velké ekonomické ztraty po celém svété [109]. Parazitarni infekce
zvitat mize zpisobit Spatnou reprodukéni aktivitu zvifat, jejich pomaly rist a vyvoj, snizenou

produkci mléka a vlny, zhorSeni kvality masa, nebo také vymirani stad [4].

Z divodu pravidelného podavani anthelmintik celym stadiim bez ohledu na miru infekce u
jednotlivych zvifat ¢i nestfidani anthelmintik se velmi rychle u vétSiny paraziti rozviji
rezistence. Problematikou rezistence se zabyvaji védecka pracovisté celosvétove, vcetné
katedry biochemickych véd na FaF UK, kde byla tato prace uskutecnéna. Na zakladé
pfedchozich analyz bylo mozné ptedem zvolit inhibitory reduktdz a jejich koncentraci,
pfitomnost v experimentu a koncentraci NADPH, na ktery se specializovaly studie [110, 111],
dobu inkubace, a i zvoleni daného anthelmintika, tedy FLU a jeho koncentraci. Témto
zvolenym faktorim téz pfisp€la znalost mechanismu piasobeni FLU ale také jeho
biotransformace. Flubendazolu zahrnuje vazbu na B-tubuliny a néslednou inhibici jejich

polymerace, které vede k omezeni jejich funkce a ke zméndm na Grovni struktury mikrotubuld.
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Jednim z mechanisml anthelmintické rezistence u hlistice vlasovky slezové je zvySena
biotransformace a eliminace anthelmintik z organismu hostitele. Hlavnim biotransformac¢nim
mechanismem pii eliminaci FLU je redukce karbonylové skupiny karbonyl-redukujicimi
enzymy. Karbonyl-redukujici enzymy katalyzuji prvni fazi biotransformace xenobiotik, a
podileji se tak na metabolismu 1é¢iv. Z FLU vznika redukci karbonylové skupiny redukovana
forma flubendazolu (FLU-R). Vyzkum metabolismu prokazal vyssi schopnost rezistentniho
kmene IRE vlasovky slezové redukovat flubendazol ucinnéji nez u kmene ISE [112].
Ptredpokladame, Ze jednou z moznosti, jak prodlouzit a tim zefektivnit ptiisobeni FLU by mohlo
byt pouziti inhibitori reduktdz. V této praci bylo testovano nékolik potencialnich inhibitorti
reduktaz dle ptechozich analyz a téz na zdkladé této prace [113], konkrétn¢ kyselina

glycerhetinovd, naringenin, silybin, luteolin, glyceraldehyd, menadion a mebendazol.

Nejmensi mnozstvi detekovaného FLU-R bylo zaznamenano pii pouziti inhibitoru
menadionu. Plati zde, Ze ¢im vy$si koncentrace menadionu, tim vice jsou cytosolové enzymy
zodpovédné za redukci FLU inhibovany, a tim méné vznika FLU-R. Pfi koncentraci 100 pmol/l
u IRE bylo detekovano pouze 5 % FLU-R a u ISE pouze 3 % FLU-R. Pfi koncentraci 10 pmol/l
u ISE bylo redukovano pouze 30 % FLU a pfi stejné koncentraci u IRE bylo redukovano 20 %
FLU. Informace o tom, ze menadion ma na CBR inhibi¢ni vliv dokazuji i dalsi studie jako je
napiiklad [114]. V této studii byly hodnoceny koncentrace menadionu 10 pmol/l a 100 pmol/l
stejné jako v této praci. Ve studii [114] byly vyvozeny zavéry podobné jako v nasi studii tykajici
se vlasovky slezové ohledné potencialni inhibi¢ni aktivity menadionu vici lidskym enzymtim
redukujicich karbonylovou skupinu xenobiotika. Byla detekovéana vyS$i inhibi¢ni schopnost
menadionu s jeho vy$§i koncentraci stejné jako v této praci. Hodnoty pti koncentraci menadionu
100 umol/l jsou skoro totozné s vysledky v této praci, nebot’ ve studii [114] byl zjiStén inhibicni
ucinek menadionu o koncentraci 100 pmol/l 95,7 % a v naSich experimentech byla tato hodnota
stanovena na cca 95 % u kmene IRE a 97 % u kmene ISE. Menadion prokazuje inhibi¢ni u¢inky
vici CBR, konkrétné SDR. Dalsi inhibi¢ni t¢inky menadionu vii¢i CBR potvrzuje studie [115],
kterd se zabyva jaternim metabolismem FLU u ovci. V této studii byly experimenty
uskutecnovany v kratSich ¢asech oproti experimentim v této praci a zaroven byly pouzity
rozdilné koncentrace, avSak i zde je zaznamenano, ze s vyssi koncentraci vykazuje menadion
vy$$i inhibi¢ni aktivitu vi¢i CBR s ohledem na rozdilné ¢asy a koncentrace. Stejné je tak tomu
i u studie [116], kterd zkouma inhibi¢ni G¢inek v cytosolu izolovaném z lidskych bunék, kde
byly pouzity odlisné koncentrace a Casy, ale i ptesto je zde dospéno k stejnému zaveéru, a to ¢im

vys$i koncentrace menadionu, tim je jeho inhibicni aktivita vii¢i CBR vyS$§i. Tuto mysSlenku
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také podporuje tato studie [117], kterd se zabyva stejn¢ jako nase studie aktivitou a inhibici

biotransformacnich enzymt FLU u vlasovky slezové, a to za vyuziti kmenti ISE i IRE.

Inhibi¢ni vlastnosti naringeninu se prokazaly nejen v této praci, ale také napiiklad ve studii
[118], kde se zaroven potvrzuji urcité inhibi¢ni schopnosti vii¢i lidskym AKR u silybinu a
luteolinu, kdy se inhibi¢ni aktivita silybinu pohybuje okolo 50 % a luteolinu okolo se tyto
hodnoty pohybuji okolo 40 %, coz se pfiblizuje vysledkiim této prace. Hodnoty naringeninu se
shoduji dle této studie také, pohybuji se okolo 70 %. Dalsi prokazani inhibi¢nich vlastnosti
flavonoidd vi¢i CBR zaznamenala naptiklad studie [119, 120, 121, 122]. U studie [119, 120,
121] byly pouzity lidské enzymy a ve studii [122] byl inhibi¢ni u¢inek zaznamenan v cytosolu
izolovaném z mySich bunék. Ve studii [121] byla zaroven detekovéna vys§i mira inhibi¢ni

aktivity kyseliny glycerhetinové v porovnani s vysledky v této préci.

DalS8im inhibitorem, ktery vykazuje znac¢nou inhibi¢ni aktivitu viici CBR je mebendazol,
studovany také ve studii [115]. V této studii byly pouzity vyssi koncentrace mebendazolu oproti
naSemu experimentu, v nasem experimentu byl zaznamenan inhibic¢ni ucinek vyznamnéjsi nez
pii vyssi koncentraci ve studii [120]. Ale pravé mebendazol a jeho inhibi¢ni aktivita vii¢i CBR
by bylo vhodné podrobit dalsim studiim, nebot’ se zda, Ze zavislost jeho inhibi¢nich vlastnosti

neni ptfimo umérnd jeho koncentraci.
Ze vsech studii patrné, Ze inhibi¢ni aktivita méa u kazdé skupiny inhibitori odlisny zptisob
inhibice. Studium mechanismu pulsobeni inhibitori na anthelmintika by bylo vhodné

podrobnéji zkoumat, nebot’ by tyto znalosti byly velmi pfinosné v predevS§im v oblasti

problematiky rezistence.
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ZAVER

Tato diplomova prace byla vénovdna vyzkumu inhibi¢nich aktivit potencialnich
inhibitori enyzymt redukujich flubendazol u vlasovky slezové (Haemonchus contortus)
pomoci HPLC-MS. Konkrétné byly studovany inhibitory kyselina glycerhetinova, naringenin,

silybin, luteolin, glyceraldehyd, menadion a mebendazol.
Vysledky lze shrnout nasledné:

e Tvorba redukované formy anthelmintika flubendazolu byla nejvice inhibovana
menadionem.

e Znacné miry inhibice cytosolovych enzymu byl schopen naringenin, silybin a
mebendazol.

e U luteolinu byla vyznamnéjsi inhibi¢ni aktivita zaznamenéana pouze v jedné koncentraci
u jednoho kmene.

e Inhibi¢ni aktivita nebyla detekovana, nebo pouze v minimalni mife, u kyseliny

glycerhetinové a glyceraldehydu.

72



POUZITA LITERATURA

[1] LANUSSE, C., C. CANTON, G. VIRKEL, L. ALVAREZ, L. COSTA-JUNIOR a A.
LIFSCHITZ. Strategies to Optimize the Efficacy of Anthelmintic Drugs in Ruminants. Trends
in  Parasitology. 2018, 34(8), 664-682. ISSN 14714922. Dostupne  z:
doi:10.1016/5.pt.2018.05.005

[2] ROMERO-BENAVIDES, J. C., A. L. RUANO, R. SILVA-RIVAS, P. CASTILLO-
VEINTIMILLA, S. VIVANCO-JARAMILLO a N. BAILON-MOSCOSO. Medicinal plants
used as anthelmintics: Ethnomedical, pharmacological, and phytochemical studies. European
Journal of Medicinal Chemistry. 2017,129, 209-217. ISSN 02235234. Dostupné z:
doi:10.1016/j.ejmech.2017.02.005

[3] ABONGWA, M., R. J. MARTIN a A. P. ROBERTSON. A brief review on the mode of
action of antinematodal drugs. Acta Veterinaria. 2017, 67(2), 137-152. ISSN 1820-7448.
Dostupné z: doi:10.1515/acve-2017-0013

[4] JAYAWARDENE, K. L. T. D., E. A. PALOMBO a P. R. BOAG. Natural Products Are a
Promising Source for Anthelmintic Drug Discovery. Biomolecules. 2021, 11(10). ISSN 2218-
273X. Dostupné z: doi:10.3390/biom11101457

[5] CHARLIER, J., L. RINALDI, V. MUSELLA, et al. Initial assessment of the economic
burden of major parasitic helminth infections to the ruminant livestock industry in
Europe. Preventive Veterinary Medicine. 2020,182. ISSN 01675877. Dostupné z:
doi:10.1016/j.prevetmed.2020.105103

[6] FRENCH, K. E. Plant-Based Solutions to Global Livestock Anthelmintic
Resistance. Ethnobiology Letters. 2018,9(2), 110-123. ISSN 2159-8126. Dostupné z:
doi:10.14237/eb1.9.2.2018.980

[7] AKHTAR, W., M. F. KHAN, Garima VERMA, M. SHAQUIQUZZAMAN, M.A. RIZVI,
S. H. MEHDI, M. AKHTER a M. M. ALAM. Therapeutic evolution of benzimidazole

derivatives in the last quinquennial period. European Journal of Medicinal Chemistry.

2017, 126, 705-753. ISSN 02235234. Dostupné z: doi:10.1016/j.ejmech.2016.12.010

[8] OLIVEIRA, E. A. M., G. F. FERREIRA a K. L. LANG. Drug repositioning of

benzimidazole anthelmintics in the treatment of cryptococcosis: a review. Medicinal Chemistry

73



Research. 2022, 31(1), 26-39. ISSN 1054-2523. Dostupné z: doi:10.1007/s00044-021-02824-
4

[91 MAJEWSKY, M., D. CASTEL, L. LE DRET, P. JOHANN, D. T. JONES, S. M. PFISTER,
W. E. HAEFELI aj. BURHENNE. Systematic identification of suspected anthelmintic
benzimidazole metabolites using LC-MS/MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical

Analysis. 2018, 151, 151-158. ISSN 07317085. Dostupné z: doi:10.1016/j.jpba.2017.12.056

[10] GEARY, T. G., Ch. D. MACKENZIE, S. A. SILBER a S. LUSTIGMAN. Flubendazole
as a macrofilaricide: History and background. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2019, 13(1).
ISSN 1935-2735. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pntd.0006436

[11] SON, D., E. LEE a S. E. ADUNYAH. The Antitumor Potentials of B enzimidazole
Anthelmintics as Repurposing Drugs. Immune Network. 2020, 20(4). ISSN 1598-2629.
Dostupné z: doi:10.4110/in.2020.20.e29

[12] ESCALA, N., E. VALDERAS-GARCIA, M. ALVAREZ BARDON, et al. Further and
new  target-based  benzimidazole  anthelmintics  active  against  Teladorsagia
circumcincta. Journal of Molecular Structure. 2022,1269. ISSN 00222860. Dostupné z:
doi:10.1016/j.molstruc.2022.133735

[13] SPAGNUOLO, P. A., J. HU, R. HURREN, et al. The antihelmintic flubendazole inhibits
microtubule function through a mechanism distinct from Vinca alkaloids and displays
preclinical activity in leukemia and myeloma. Blood. 2010, 115(23), 4824-4833. ISSN 0006-
4971. Dostupné z: doi:10.1182/blood-2009-09-243055

[14] PubChem [online]. Bethesda (MD): Nérodni 1¢katska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004. PubChem Compound Summary pro CID 35802,
Flubendazol; [cit.2023-03-04]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Flubendazole

[15] RUDOLF, K. a E. RUDOLF. An analysis of mitotic catastrophe induced cell responses in
melanoma cells exposed to flubendazole. Toxicology in Vitro. 2020, 68. ISSN 08872333.
Dostupné z: doi:10.1016/.tiv.2020.104930

[16] ZHENG, M., J. HAN, J. MA, J. LIANG a H. ZHAO. Solubility and preferential solvation
of flubendazole dissolved in aqueous co-solvent mixtures of 1,4-dioxane, dimethyl sulfoxide,
N,N-dimethylformamide and isopropanol. The Journal of Chemical Thermodynamics.

2019, 135, 225-232. ISSN 00219614. Dostupné z: doi:10.1016/}.jct.2019.04.001
74


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Flubendazole

[17] CHEN, Ch., Y. DING, H. LIU, M. SUN, H. WANG a D. WU. Flubendazole Plays an
Important Anti-Tumor Role in Different Types of Cancers. International Journal of Molecular

Sciences. 2022, 23(1). ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/1jms23010519

[18] VIGH, T., B. DEMUTH, A. BALOGH, et al. Oral bioavailability enhancement of
flubendazole by developing nanofibrous solid dosage forms. Drug Development and Industrial
Pharmacy. 2017, 43(7), 1126-113. ISSN 0363-9045. Dostupné VA
doi:10.1080/03639045.2017.1298121

[19] HUBNER, M. P., A. EHRENS, M. KOSCHEL, et al. Macrofilaricidal efficacy of single
and repeated oral and subcutaneous doses of flubendazole in Litomosoides sigmodontis
infected jirds. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2019, 13(1). ISSN 1935-2735. Dostupné z:
doi:10.1371/journal.pntd.0006320

[20] YUKUYAMA, M. N., K. ISHIDA, G. L. B. DE ARAUJO, et al. Rational design of oral
flubendazole-loaded nanoemulsion for brain delivery in cryptococcosis. Colloids and Surfaces
A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2021, 630. ISSN 09277757. Dostupné z:
doi:10.1016/j.colsurfa.2021.127631

[21] NIXON, G. L., L. MCENTEE, A. JOHNSON, et al. Repurposing and Reformulation of
the Antiparasitic Agent Flubendazole for Treatment of Cryptococcal Meningoencephalitis, a
Neglected Fungal Disease. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2018, 62(4), €01909-17.
ISSN 0066-4804. Dostupné z: doi:10.1128/AAC.01909-17

[22] LIN, S., L. YANG, Y. YAQO, et al. Flubendazole demonstrates valid antitumor effects by
inhibiting STAT3 and activating autophagy. 2019, 38(1). ISSN 1756-9966. Dostupné z:
doi:10.1186/s13046-019-1303-z

[23] KUBICEK, V., L. SKALOVA, A. SKARKA, V. KRALOVA, J. HOLUBOVA, J.
STEPANKOVA, Z. SUBRT a B. SZOTAKOVA. Carbonyl Reduction of Flubendazole in the
Human Liver: Strict Stereospecificity, Sex Difference, Low Risk of Drug
Interactions. Frontiers in Pharmacology. 2019,10. ISSN 1663-9812. Dostupné z:
doi:10.3389/fphar.2019.00600

[24] MA, J., J. LIANG, J. HAN, M. ZHENG a H. ZHAO. Solubility Modeling and Solvent
Effect for Flubendazole in 12 Neat Solvents. 2019, 64(3), 1237-1243. ISSN 0021-9568.
Dostupné z: doi:10.1021/acs.jced.8b01126

75



[25] ARAUJO L. B. G.,, FERREIRA F. F. a BERNARDES C. E. S, et al. A New
Thermodynamically Favored Flubendazole/Maleic Acid Binary Crystal Form: Structure,
Energetics, and in Silico PBPK Model-Based Investigation. Crystal Growth and Design.
American Chemical Society, 2018, 18(4), 2377-2386. Dostupné Z:
doi:10.1021/acs.cgd.7b01807

[26] BECELAERE, J., E. VAN DEN BROECK, E. SCHOOLAERT, et al. Stable amorphous
solid dispersion of flubendazole with high loading via electrospinning. Journal of Controlled

Release. 2022, 351, 123-136. ISSN 01683659. Dostupné z: doi:10.1016/j.jconrel.2022.09.028

[27] SJOBERG, H. T., N. PIONNIER, G. ALJAYYOUSSI, et al. Short-course, oral
flubendazole does not mediate significant efficacy against Onchocerca adult male worms or

Brugia microfilariae in murine infection models. PLOS Neglected Tropical Diseases .

2019, 13(1). ISSN 1935-2735. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pntd.0006356

[28] ELSE, K.J., J. KEISER, C. V. HOLLAND, et al. Whipworm and roundworm
infections. Nature Reviews Disease Primers. 2020, 6(1). ISSN 2056-676X. Dostupné z:
doi:10.1038/s41572-020-0171-3

[29] LI, Y., G. ACHARYA, M. ELAHY, H. XIN a L. M. KHACHIGIAN. The anthelmintic
flubendazole blocks human melanoma growth and metastasis and suppresses programmed cell

death protein-1 and myeloid-derived suppressor cell accumulation. Cancer Letters. 2019, 459,

268-276. ISSN 03043835. Dostupné z: doi:10.1016/j.canlet.2019.05.026

[30] KHACHIGIAN, L. M. Emerging insights on functions of the anthelmintic flubendazole as
a repurposed anticancer agent. Cancer Letters. 2021, 522, 57-62. ISSN 03043835. Dostupné z:
doi:10.1016/j.canlet.2021.09.013

[31] CANOVA, K., L. ROZKYDALOVA, D. VOKURKOVA a E. RUDOLF. Flubendazole
induces mitotic catastrophe and apoptosis in melanoma cells. Toxicology in Vitro. 2018, 46,

313-322. ISSN 08872333. Dostupné z: doi:10.1016/j.tiv.2017.10.025

[32] G, A. C., R. GONDRU, Y. LI a J. BANOTHU. Coumarin-benzimidazole hybrids: A
review of developments in medicinal chemistry. European Journal of Medicinal Chemistry.

2022, 227. ISSN 02235234. Dostupné z: doi:10.1016/j.ejmech.2021.113921

[33] KRIZOVA, V., M. NOBILIS, L. PRUSKOVA, J. CHLADEK, B. SZOTAKOVA, V.
CVILINK, L. SKALOVA a J. LAMKA. Pharmacokinetics of flubendazole and its metabolites

76



in lambs and adult sheep ( Ovis aries ). Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics.

2009, 32(6), 606-612. ISSN 01407783. Dostupné z: doi:10.1111/5.1365-2885.2009.01082.x

[34] BARTIKOVA, H., V. KRIZOVA, J. LAMKA, V. KUBICEK, L. SKALOVA a B.
SZOTAKOVA. Flubendazole metabolism and biotransformation enzymes activities in healthy
sheep and sheep with haemonchosis. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics.

2010, 33(1), 56-62. ISSN 01407783. Dostupné z: doi:10.1111/5.1365-2885.2009.01112.x

[35] CANOVA, K., L. ROZKYDALOVA a E. RUDOLF. Anthelmintic Flubendazole and Its
Potential Use in Anticancer Therapy. Acta Medica (Hradec Kralove, Czech Republic).
2017, 60(1), 5-11. ISSN 1211-4286. Dostupné z: doi:10.14712/18059694.2017.44

[36] STUCHLIKOVA, L. R., P. MATOUSKOVA, I. VOKRAL, et al. Metabolism of
albendazole, ricobendazole and flubendazole in Haemonchus contortus adults: Sex differences,
resistance-related differences and the identification of new metabolites. International Journal
for Parasitology: Drugs and Drug Resistance. 2018, 8(1), 50-58. ISSN 22113207. Dostupné z:
doi:10.1016/].ijpddr.2018.01.005

[37] STUCHLIKOVA, L. R., P. MATOUSKOVA, I. VOKRAL, et al. Metabolism of
albendazole, ricobendazole and flubendazole in Haemonchus contortus adults: Sex differences,
resistance-related differences and the identification of new metabolites. International Journal
for Parasitology: Drugs and Drug Resistance. 2018, 8(1), 50-58. ISSN 22113207. Dostupné z:
doi:10.1016/j.ijpddr.2018.01.005

[38] PUCKOWSKI, A., S. STOLTE, M. WAGIL, M. MARKIEWICZ, P. LUKASZEWICZ,
P. STEPNOWSKI a A. BIALK-BIELINSKA. Mixture toxicity of flubendazole and

fenbendazole to Daphnia magna. International Journal of Hygiene and Environmental Health.

2017, 220(3), 575-582. ISSN 14384639. Dostupné z: doi:10.1016/j.1jheh.2017.01.011

[39] CHEN, Ch., Y. DING, H. LIU, M. SUN, H. WANG a D. WU. Flubendazole Plays an
Important Anti-Tumor Role in Different Types of Cancers. International Journal of Molecular

Sciences. 2022, 23(1). ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/1jms23010519

[40] SULTANA, T., J. LEE. Double Repositioning: Veterinary Antiparasitic to Human
Anticancer. International Journal of Molecular Sciences. 2022,23(8). ISSN 1422-0067.
Dostupné z: doi:10.3390/ijms23084315

[41]1JACOB, J., A. STEEL, Z. LIN, F. BERGER, K. ZOELLER a S. JARVI. Clinical Efficacy

and Safety of Albendazole and Other Benzimidazole Anthelmintics for Rat Lungworm Disease

77



(Neuroangiostrongyliasis): A Systematic Analysis of Clinical Reports and Animal
Studies. Clinical Infectious Diseases. 2022, 74(7), 1293-1302. ISSN 1058-4838. Dostupné z:
do1:10.1093/cid/ciab730

[42] ABONGWA, M., R. J. MARTIN a A. P. ROBERTSON. A brief review on the mode of
action of antinematodal drugs. Acta Veterinaria. 2017, 67(2), 137-152. ISSN 1820-7448.
Dostupné z: doi:10.1515/acve-2017-0013

[43] CHEN, Ch., Y. DING, H. LIU, M. SUN, H. WANG a D. WU. Flubendazole Plays an
Important Anti-Tumor Role in Different Types of Cancers. International Journal of Molecular

Sciences. 2022, 23(1). ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/ijms23010519

[44] SCARIM, C. B. a Ch. M. CHIN. The use of heterocyclic-based azo compounds bearing
pyrrolidine, imidazole, triazole, and thiazole moieties for the treatment of neglected tropical
disease caused by Schistosoma mansoni. European Journal of Medicinal Chemistry Reports.

2021, 1. ISSN 27724174. Dostupné z: doi:10.1016/j.ejmcr.2021.100001

[45]HU, Y., L. LIU, G. LIU, X. TU, G. WANG a F. LING. Synthesis and anthelmintic activity
of arctigenin derivatives against Dactylogyrus intermedius in goldfish. 2017, 27(15), 3310-
3316. ISSN 0960894X. Dostupné z: doi:10.1016/j.bmcl.2017.06.023

[46] GOESSENS, T., S. D. BAERE, N. D. TROYER, A. DEKNOCK, P. GOETHALS, L.
LENS, F. PASMANS a S. CROUBELS. Highly sensitive multi-residue analysis of veterinary
drugs including coccidiostats and anthelmintics in pond water using UHPLC-MS/MS:
application to freshwater ponds in Flanders, Belgium. 2020, 22(10), 2117-2131. ISSN 2050-
7887. Dostupné z: doi:10.1039/DOEMO00215A

[47] RAMOS, F., C. B. MARQUES, C. Z. REGINATO, P. BRAUNIG, V. OSMARI, F.
FERNANDES, L. A. SANGIONI a F. S. F. VOGEL. Field and Molecular Evaluation of
Anthelmintic Resistance of Nematode Populations from Cattle and Sheep Naturally Infected

Pastured on Mixed Grazing areas at Rio Grande do Sul, Brazil. Acta Parasitologica.

2020, 65(1), 118-127. ISSN 1230-2821. Dostupné z: doi:10.2478/s11686-019-00137-6

[48] BRUNT, T. M., J. VAN DEN BERG, E. PENNINGS a B. VENHUIS. Adverse effects of
levamisole in cocaine users: a review and risk assessment. Archives of Toxicology. 2017, 91(6),

2303-2313. ISSN 0340-5761. Dostupné z: doi:10.1007/s00204-017-1947-4

[49] JUNCO, M., L. E. IGLESIAS, M. F. SAGUES, 1. GUERRERO, S. ZEGBI a C. A.

SAUMELL. Effect of macrocyclic lactones on nontarget coprophilic organisms: a

78



review. Parasitology Research. 2021, 120(3), 773-783. ISSN 0932-0113. Dostupné z:
doi:10.1007/s00436-021-07064-4

[S0] MARTIN, R. J., A. P. ROBERTSON a S. CHOUDHARY. Ivermectin: An Anthelmintic,
an Insecticide, and Much More. Trends in Parasitology. 2021, 37(1), 48-64. ISSN 14714922,
Dostupné z: doi:10.1016/j.pt.2020.10.005

[51] BAZZANO, M., A. DI SALVO, M. DIAFERIA, et al. Anthelmintic Efficacy and
Pharmacokinetics of Ivermectin Paste after Oral Administration in Mules Infected by

Cyathostomins. Animals. 2020, 10(6). ISSN 2076-2615. Dostupné z: doi:10.3390/ani10060934

[52] YAN, Y. a H. XIA. Recent advances in the research of milbemycin biosynthesis and
regulation as well as strategies for strain improvement. Archives of Microbiology.

2021, 203(10), 5849-5857. ISSN 0302-8933. Dostupné z: doi:10.1007/s00203-021-02575-1

[53] BARTLEY, D. J., K. HAMER, L. ANDREWS, N. D. SARGISON a A. A. MORRISON.
Multigeneric resistance to monepantel on a UK sheep farm. Veterinary Parasitology.

2019, 276. ISSN 03044017. Dostupné z: doi:10.1016/j.vpoa.2019.100003

[54] DE ALBUQUERQUE, A. C. A., C. C. BASSETTO, F. A. DE ALMEIDA a A.F.T.
AMARANTE. Development of Haemonchus contortus resistance in sheep under suppressive

or targeted selective treatment with monepantel. Veterinary Parasitology. 2017, 246, 112-117.
ISSN 03044017. Dostupné z: doi:10.1016/j.vetpar.2017.09.010

[55] SKALOVA, L.. Metabolismus léciv a jinych xenobiotik. Druhé, upravené a rozsifené
vydani. Praha: Karolinum, 2017. ISBN 978-80-246-3733-4.

[56] HOLLMANN, F., D. J. OPPERMAN a C. E. PAUL. Biocatalytic Reduction Reactions
from a Chemist's Perspective. Angewandte Chemie International Edition. 2021, 60(11), 5644-
5665. ISSN 1433-7851. Dostupné z: doi:10.1002/anie.202001876

[57] PENNING, T. M. The aldo-keto reductases (AKRs): Overview. Chemico-Biological
Interactions. 2015, 234, 236-246. ISSN 00092797. Dostupné z: doi:10.1016/j.cb1.2014.09.024

[58] BECK, K. R., T. KASERER, D. SCHUSTER a A. ODERMATT. Virtual screening
applications in short-chain dehydrogenase/reductase research. The Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology. 2017,171, 157-177. ISSN 09600760. Dostupné z:
doi:10.1016/.jsbmb.2017.03.008

79



[59] PORTE, S., F. XAVIER RUIZ, J. GIMENEZ, et al. Aldo—keto reductases in retinoid
metabolism: Search for substrate specificity and inhibitor selectivity. Chemico-Biological
Interactions. 2013, 202(1-3), 186-194. ISSN 00092797. Dostupné Z:
doi:10.1016/5.¢bi.2012.11.014

[60] PISKA, K., P. KOCZURKIEWICZ, A. BUCKI, K. WOIJCIK-PSZCZOLA, M.
KOLACZKOWSKI a E. PEKALA. Metabolic carbonyl reduction of anthracyclines — role in
cardiotoxicity and cancer resistance. Reducing enzymes as putative targets for novel

cardioprotective and chemosensitizing agents. Investigational New Drugs. 2017, 35(3), 375-

385. ISSN 0167-6997. Dostupné z: doi:10.1007/s10637-017-0443-2

[61] WESTERMANN, M., A. G. ADOMAKO-BONSU, S. THIELE, S. S. CICEK, H.
MARTIN a E. MASER. Inhibition of human carbonyl reducing enzymes by plant anthrone and
anthraquinone derivatives. Chemico-Biological Interactions. 2022,354. ISSN 00092797.
Dostupné z: doi:10.1016/5.¢bi1.2022.109823

[62] KUBICEK, V., L. SKALOVA, A. SKARKA, V. KRALOVA, J. HOLUBOVA, J.
STEPANKOVA, Z. SUBRT a B. SZOTAKOVA. Carbonyl Reduction of Flubendazole in the
Human Liver: Strict Stereospecificity, Sex Difference, Low Risk of Drug
Interactions. Frontiers in Pharmacology. 2019,10. ISSN 1663-9812. Dostupné z:
doi:10.3389/fphar.2019.00600

[63]JIA, H., F. JIA, B. ZHU a W. ZHANG. Preparation and characterization of glycyrrhetinic-
acid loaded PEG-modified liposome based on PEG-7 glyceryl cocoate. European Journal of
Lipid Science and Technology. 2017,119(7). ISSN 1438-7697. Dostupné¢ z:
doi:10.1002/¢;1t.201600010

[64] RIZZATO, G., E. SCALABRIN, M. RADAELLI, G. CAPODAGLIO a O. PICCOLO. A
new exploration of licorice metabolome. Food Chemistry. 2017,221, 959-968. ISSN
03088146. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodchem.2016.11.068

[65] KOWALSKA, A. a U. KALINOWSKA-LIS. 18 B -Glycyrrhetinic acid: its core biological
properties and dermatological applications. International Journal of Cosmetic Science. 2019.

ISSN 0142-5463. Dostupné z: doi:10.1111/ics.12548

[66] SALEHI, B., P. FOKOU, M. SHARIFI-RAD, P. ZUCCA, R. PEZZANI, N. MARTINS a
J. SHARIFI-RAD. The Therapeutic Potential of Naringenin: A Review of Clinical
Trials. Pharmaceuticals. 2019, 12(1). ISSN 1424-8247. Dostupné z: doi:10.3390/ph12010011

80



[67] JEANDET, P., E. SOBARZO-SANCHEZ, Ch. CLEMENT, S. NABAVI, S.
HABTEMARIAM, S. M. NABAVI a S. CORDELIER. Engineering stilbene metabolic
pathways in microbial cells. Biotechnology Advances. 2018, 36(8), 2264-223. ISSN 07349750.
Dostupné z: doi:10.1016/j.biotechadv.2018.11.002

[68] PubChem [online]. Bethesda (MD): Narodni Iékaiska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004-. PubChem Compound Summary pro CID 439246,
Naringenin; [cit. 2023-02-25]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Naringenin

[69] WANG, Q., J. YANG, X. ZHANG, L. ZHOU, X. LIAO a B. YANG. Practical Synthesis
of Naringenin. Journal of Chemical Research. 2015, 39(8), 455-457. ISSN 1747-5198.
Dostupné z: doi:10.3184/174751915X14379994045537

[70] PubChem [online]. Bethesda (MD): Narodni 1é¢katska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004-. PubChem Compound Summary for CID 31553,
Silibinin; [cit. 2023-02-24]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Silibinin

[71] TAKKE, A. a P. SHENDE. Nanotherapeutic silibinin: An insight of phytomedicine in
healthcare reformation. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine. 2019, 21.

ISSN 15499634. Dostupné z: doi:10.1016/j.nan0.2019.102057

[72] BIJAK, M. Silybin, a Major Bioactive Component of Milk Thistle (Silybum marianum L.
Gaernt.)—Chemistry, Bioavailability, and Metabolism. Molecules. 2017, 22(11). ISSN 1420-
3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules22111942

[73] BIJAK, M. Silybin, a Major Bioactive Component of Milk Thistle (Silybum marianum L.
Gaernt.)—Chemistry, Bioavailability, and Metabolism. Molecules. 2017, 22(11). ISSN 1420-
3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules22111942

[74] IMRAN, M. A. RAUF, T. ABU-IZNEID, et al. Luteolin, a flavonoid, as an anticancer
agent: A review. 2019, 11. ISSN 07533322. Dostupné z: doi:10.1016/j.biopha.2019.108612

[75] PubChem [online]. Bethesda (MD): Nérodni 1ékatska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004-. PubChem Compound Summary pro CID 5280445,
Luteolin; [cit. 2023-02-27]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Luteolin

81


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Naringenin
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Silibinin
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Luteolin

[76] PubChem [online]. Bethesda (MD): Narodni 1¢katska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004-. PubChem Compound Summary pro CID 751,
Glyceraldehyd; [cit. 2023-04-08]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glyceraldehyde

[771 MAGI, S., A. PREZIUSO, S. PICCIRILLO, F. GIAMPIERI, D. CIANCIOSI, M.
ORCIANI a S. AMOROSO. The Neuroprotective Effect of L-Carnitine against

Glyceraldehyde-Induced Metabolic Impairment: Possible Implications in Alzheimer’s

Disease. Cells. 2021, 10(8). ISSN 2073-4409. Dostupné z: doi:10.3390/cells10082109

[78] KORIYAMA, Y., A. FURUKAWA, M. MURAMATSU, J. TAKINO M. TAKEUCHI.
Glyceraldehyde caused Alzheimer’s disease-like alterations in diagnostic marker levels in SH-
SYS5Y human neuroblastoma cells. Scientific Reports. 2015, 5(1). ISSN 2045-2322. Dostupné
z: doi:10.1038/srep13313

[79] PubChem [online]. Bethesda (MD): Narodni 1€¢kaiska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004-. PubChem Compound Summary pro CID 4055,
Menadione; [cit. 2023-03-05]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Menadione

[80] DE SOUZA, A. S, R. C. BRIBEIRO, D. C S COSTA, et al. Menadione: a platform and a
target to valuable compounds synthesis. Beilstein Journal of Organic Chemistry.2022, 18, 381-
419. ISSN 1860-5397. Dostupné z: doi:10.3762/bjoc.18.43

[81] PubChem [online]. Bethesda (MD): Nérodni lékatska knihovna (USA), Narodni centrum
pro biotechnologické informace; 2004-. PubChem Compound Summary pro CID 4030,
Mebendazol; [cit. 2023-02-21]. Dostupné

z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Mebendazole

[82] AL-KARMALAWY, A. A. a M. KHATTAB. Molecular modelling of mebendazole
polymorphs as a potential colchicine binding site inhibitor. New Journal of Chemistry.

2020, 44(33), 13990-1399. ISSN 1144-0546. Dostupné z: doi:10.1039/DONJ02844D

[83] NICIURA, S. C. M., P. C. TIZIOTO, C. V. MORAES, et al. Extreme-QTL mapping of
monepantel resistance in Haemonchus contortus. 2019, 12(1). ISSN 1756-3305. Dostupné z:
doi:10.1186/s13071-019-3663-9

[84] EHSAN, M., R. HU, Q. LIANG, J. HOU, X. SONG, R. YAN, X. ZHU a X. LI. Advances

in the Development of Anti-Haemonchus contortus Vaccines: Challenges, Opportunities, and

82


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glyceraldehyde
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Menadione
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Mebendazole

Perspectives. Vaccines. 2020, 8(3). ISSN 2076-393X. Dostupné Z:
doi:10.3390/vaccines8030555

[85] ARSENOPOULOS, K. V., G. C. FTHENAKIS, E. 1. KATSAROU a E.
PAPADOPOULOS. Haemonchosis: A Challenging Parasitic Infection of Sheep and
Goats. Animals. 2021, 11(2). ISSN 2076-2615. Dostupné z: doi:10.3390/ani11020363

[86] FLAY, K. J., F. I. HILL a D. H. MUGUIRO. A Review: Haemonchus contortus Infection
in Pasture-Based Sheep Production Systems, with a Focus on the Pathogenesis of Anaemia and
Changes in Haematological Parameters. Animals. 2022, 12(10). ISSN 2076-2615. Dostupné z:
doi:10.3390/ani12101238

[87] ADDUCI, L., F. SAJOVITZ, B. HINNEY, K. LICHTMANNSPERGER, A. JOACHIM,
T. WITTEK a S. YAN. Haemonchosis in Sheep and Goats, Control Strategies and Development
of Vaccines against Haemonchus contortus. Animals. 2022, 12(18). ISSN 2076-2615.
Dostupné z: doi:10.3390/ani12182339

[88] ENGSTROM, M. [online] (2016). Understanding the bioactivity of plant tannins:
developments in analysis methods and structure-activity studies. [cit. 2023-05-01]. Dostupné z:

https://www.researchgate.net/publication/305392021 Understanding_the bioactivity of plan

t tannins_developments_in_analysis_methods_and_structure-activity_studies

[89] Barbervax [online]. Moredun: Moredun Foundation, 2023 [cit. 2023-05-01]. Dostupné z:

https://barbervax.com/

[90] BESIER, R.B., L.P. KAHN, N.D. SARGISON a J.A. VAN WYK. Diagnosis, Treatment
and Management of Haemonchus contortus in Small Ruminants. Haemonchus contortus and
Haemonchosis — Past, Present and Future Trends. Elsevier, 2016, 2016, 181-238. Advances in
Parasitology. ISBN 9780128103951. Dostupné z: doi:10.1016/bs.apar.2016.02.024

[91] BESIER, R.B., L.P. KAHN, N.D. SARGISON a J.A. VAN WYK. The Pathophysiology,
Ecology and Epidemiology of Haemonchus contortus Infection in  Small
Ruminants. Haemonchus contortus and Haemonchosis — Past, Present and Future Trends.
Elsevier, 2016, 2016, 95-143. Advances in Parasitology. ISBN 9780128103951. Dostupné z:
doi:10.1016/bs.apar.2016.02.022

[92] WIDIARSO, B. P., K. KURNIASIH, J. PRASTOWO a W. NURCAHYO. Morphology

and morphometry of Haemonchus contortus exposed to Gigantochloa apus crude aqueous

&3


https://www.researchgate.net/publication/305392021_Understanding_the_bioactivity_of_plant_tannins_developments_in_analysis_methods_and_structure-activity_studies
https://www.researchgate.net/publication/305392021_Understanding_the_bioactivity_of_plant_tannins_developments_in_analysis_methods_and_structure-activity_studies

extract. Veterinary  World. 18, 11(7), 921-925. ISSN  09728988. Dostupné z:
doi:10.14202/vetworld.2018.921-925

[93] MA, J., J. SHI, H. LE, R. CHO, J. Ch. HUANG, S. MIAO a B. K. WONG. A fully
automated plasma protein precipitation sample preparation method for LC-MS/MS
bioanalysis. Journal of Chromatography B. 2008, 862(1-2), 219-226. ISSN 15700232.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jchromb.2007.12.012

[94] KAS, J., M. KODICEK a O. VALENTOVA. Laboratorni techniky biochemie. Praha:
Vysoka skola chemicko-technologicka, 2005. ISBN 80-708-0586-2.

[95] NOVAK, P. a V. HAVLICEK. Protein Extraction and Precipitation. Proteomic Profiling
and Analytical Chemistry. Elsevier, 2016, 2016, 51-62. ISBN 9780444636881. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-444-63688-1.00004-5

[96] NAHAR, L., A. ONDER a S. D. SARKER. A review on the recent advances in HPLC,
UHPLC and UPLC analyses of naturally occurring cannabinoids (2010-2019). Phytochemical
Analysis. 2020, 31(4), 413-457. ISSN 0958-0344. Dostupné z: doi:10.1002/pca.2906

[97] ZUVELA, P., M. SKOCZYLAS, J. JAY LIU, T. BACZEK, R. KALISZAN, M. W.
WONG a B. BUSZEWSKI. Column Characterization and Selection Systems in Reversed-
Phase High-Performance Liquid Chromatography. Chemical Reviews. 2019, 119(6), 3674-
3729. ISSN 0009-2665. Dostupné z: doi:10.1021/acs.chemrev.8b00246

[98] NOVAKOVA, L. a M. DOUSA. Moderni HPLC separace v teorii a praxi. Praha, Hradec
Kréalové, 2013. ISBN 978-80-260-4243-3.

[99] CIBICEK, N. a J. VACEK. Principy a vyuziti vybranych analytickych metod v laboratornt
mediciné. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 2014. ISBN 978-80-244-3951-8.

[100] Shimadzu Corporation. Shimadzu [online]. Japonsko: Shimadzu Corporation, 2022 [cit.

2023-04-30].  Dostupné  z:  https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-

support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html

[101] DAVID, V., S. C. MOLDOVEANU a T. GALAON. Derivatization procedures and their
analytical performances for HPLC determination in bioanalysis. Biomedical Chromatography.

2021, 35(1). ISSN 0269-3879. Dostupné z: doi:10.1002/bmc.5008

84


https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html

[102] BUCHBERGER, A. R., K. DELANEY, J. JOHNSON a L. LI Mass Spectrometry
Imaging: A Review of Emerging Advancements and Future Insights. Analytical Chemistry.

2017, 90(1), 240-265. ISSN 0003-2700. Dostupné z: doi:10.1021/acs.analchem.7b04733

[103] KRIZEK, M. a J. SIMA. Analytickd chemie. Ceské Bud&jovice: Jihodeskd univerzita v
Ceskych Budgjovicich, Zemé&dé&lska fakulta, 2015. ISBN 978-80-7394-486-5.

[104] FRIEDECKY, D. a K. LEMR. Uvod do hmotnostni spektrometrie. Klinickda biochemie a
metabolismus. Laborator dédicnych metabolickych poruch, OKB, Fakultni nemocnice

Olomouc, Ustav molekularni a transla¢ni mediciny, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého v

Olomouci, 2012, 20 (41)(3), 152-157.

[105] FAKTOR, J., DVORAKOVA, M., MARYAS, J., PROCHAZKOVA, 1., BOUCHAL, P.
(2012). Identification and characterisation of pro-metastatic targets, pathways and molecular
complexes using a toolbox of proteomic technologies. Klinicka onkologie: Casopis Ceské a

Slovenské onkologické spole¢nosti. 25 Suppl 2. 2S70-7.

[106] SEGER, Ch. a L. SALZMANN. After another decade: LC-MS/MS became routine in
clinical diagnostics. Clinical Biochemistry. 2020, 82, 2-11. ISSN 00099120. Dostupné z:
doi:10.1016/j.clinbiochem.2020.03.004

[107] SRIVIDYA K.. LC-MS - What Is LC-MS, LC-MS Analysis and LC-
MS/MS. Technology Networks: Analysis and Separations [online]. Technology Networks:
Analysis and Separations, 2021, May 9, 2022 [cit. 2023-04-30]. Dostupné z:
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/lc-ms-what-is-lc-ms-lc-ms-analysis-

and-lc-msms-348238

[108] HERRICKS, J. R., P. J. HOTEZ, V. WANGA, et al. The global burden of disease study
2013: What does it mean for the NTDs?. PLOS Neglected Tropical Diseases. 2017, 11(8). ISSN
1935-2735. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pntd.0005424

[109] CHARLIER, J., L. RINALDI, V. MUSELLA, et al. Initial assessment of the economic
burden of major parasitic helminth infections to the ruminant livestock industry in
Europe. Preventive Veterinary Medicine. 2020,182. ISSN 01675877. Dostupné z:
doi:10.1016/j.prevetmed.2020.105103

[110] STEPANKOVA, J. CHARAKTERIZACE REDUKCE FLUBENDAZOLU U CLOVEKA
IN VITRO. Hradec Kralové, 2018. Rigorézni prace. UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE, Katedra biochemickych véd.

&5


https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/lc-ms-what-is-lc-ms-lc-ms-analysis-and-lc-msms-348238
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/lc-ms-what-is-lc-ms-lc-ms-analysis-and-lc-msms-348238

[111] ROSEMOND, M. Jane Cox a John S. WALSH. Human Carbonyl Reduction Pathways
and a Strategy for Their Study In Vitro. Drug Metabolism Reviews. 2004, 36(2), 335-361. ISSN
0360-2532. Dostupné z: doi:10.1081/DMR-120034154

[112] STUCHLIKOVA, L. R., P. MATOUSKOVA, I. VOKRAL, et al. Metabolism of

albendazole, ricobendazole and flubendazole in Haemonchus contortus adults: Sex differences,
resistance-related differences and the identification of new metabolites. International Journal
for Parasitology: Drugs and Drug Resistance. 2018, 8(1), 50-58. ISSN 22113207. Dostupné z:
doi:10.1016/].ijpddr.2018.01.005

[113] ZEMANOVA, L. Vyznam enzymii z nadrodin AKR a SDR u ¢lovéka. Hradec Kralové,

2018. Habilita¢ni prace. Univerzita Karlova Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové.

[114] RAMSDEN, D., D. SMITH, R. ARENAS, K. FREDERICK a M. A. CERNY.
Identification and Characterization of a Selective Human Carbonyl Reductase 1 Substrate.
Drug Metabolism and Disposition. 2018, 46(10), 1434-1440. ISSN 0090-9556. Dostupné z:
doi:10.1124/dmd.118.082487

[115] MATE, L., G. VIRKEL, A. LIFSCHITZ, M. BALLENT a C. LANUSSE. Hepatic and
extra-hepatic metabolic pathways involved in flubendazole biotransformation in sheep.
Biochemical Pharmacology. 2008, 76(6), 773-783. ISSN 00062952. Dostupné z:
doi:10.1016/j.bcp.2008.07.002

[116] BERHE, S., A. SLUPE, Ch. LUSTER, et al. Synthesis of 3-[(N-carboalkoxy)ethylamino]-
indazole-dione derivatives and their biological activities on human liver carbonyl reductase.

2010, 18(1), 134-141. ISSN 09680896. Dostupné z: doi:10.1016/;.bmc.2009.11.011

[117] VOKRAL, I, H. BARTIKOVA, L. PRCHAL, et al. The metabolism of flubendazole and
the activities of selected biotransformation enzymes in Haemonchus contortus strains
susceptible and resistant to anthelmintics. Parasitology. 2012,139(10), 1309-1316. ISSN
0031-1820. Dostupné z: doi:10.1017/S0031182012000595

[118] SKARYDOVA, L., L. ZIVNA, G. XIONG, E. MASER a V. WSOL. AKRIC3 as a
potential target for the inhibitory effect of dietary flavonoids. Chemico-Biological Interactions.

2009, 178(1-3), 138-144. ISSN 00092797. Dostupné z: doi:10.1016/j.cbi.2008.10.015

86



[119] CARLQUIST, M., T. FREJD a M. F. GORWA-GRAUSLUND. Flavonoids as inhibitors
of human carbonyl reductase 1. Chemico-Biological Interactions. 2008, 174(2), 98-108. ISSN
00092797. Dostupné z: doi:10.1016/j.cbi.2008.05.021

[120] MOLLER, G., V. TEMML, A. CALA PERALTA, et al. Analogues of Natural Chalcones
as Efficient Inhibitors of AKRI1C3. Metabolites. 2022, 12(2). ISSN 2218-1989. Dostupné z:
doi:10.3390/metabo12020099

[121] ENDO, S., N. MIYAGI, T. MATSUNAGA, A. HARA a A. IKARI Human
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 11 is a novel type of 17B-hydroxysteroid
dehydrogenase. Biochemical and Biophysical Research Communications. 2016, 472(1), 231-
236. ISSN 0006291X. Dostupné z: doi:10.1016/j.bbrc.2016.01.190

[122] SHIMADA, Hideaki, Kazumi MIURA a Yorishige IMAMURA. Characteristics and
inhibition by flavonoids of 20a-hydroxysteroid dehydrogenase activity in mouse tissues. Life
Sciences. 2006, 78(25), 2931-2936. ISSN 00243205. Dostupné zZ:
doi:10.1016/].1f5.2005.11.022

87



