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Abstrakt

Stanovovani viability a jejich zmén je dulezitou soucasti helmintologického vyzkumu. V celé tadé
experimenti (napf. vyzkum udrzovani zivotnich cykli in vitro, studium imunitnich interakei helminta a
hostitele a testovanim novych potencialnich 1€¢iv) je nutné, aby byla viabilita zkoumanych jedinci
ur¢ovana s co mozna nejvyssi presnosti a spravnosti. Fyziologie, morfologie i biochemie jednotlivych
helmintt, dokonce i jednotlivych vyvojovych stadii jednoho druhu se ovSem natolik 1i8i, Ze nemtze
existovat jedind univerzalni a vSestranné vyuzitelnd metoda. Pii vybéru optimalni metody je nutné
zohlednit vyvazeni téchto parametri: piesnost, spravnost, casova narocnost, univerzalnost, naroky na
pracovni zkuSenosti a finan¢ni dostupnost. Tato prace proto shrnuje metody pouzivané k vyhodnocovani
viability helminti, vysvétluje jejich principy a znich plynouci limity danych metod. Konecné pak
predklada souhrn metod a jejich vhodnost pro pouziti u riiznych druhii helmintii s ohledem na zvoleny

typ experimentu.
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Abstract

Assessing the viability of parasitic helminths is an important part of helminthological research. Indeed,
precise and valid determination of helminth viability is required in many fields, such as maintenance of
helminth life cycles in vitro, exploring the host-helminth immune interactions, or testing novel drugs
and vaccines. Physiological, morphological, and biochemical features vary among helminth species and
even particular ontogenetic stages of the species itself. Thus, it is impossible to have one universal
method for assessing the viability. When choosing the method, one must consider its preciseness,
validity, throughput, versatility, demands of professional experience, and financial availability. The
presented thesis reviews methods used for assessing the viability of parasitic helminths, explains their
principles and consequential limits. Finally, it presents a summary of the methods, their suitability for

specific helminth species, and types of experiments.
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Seznam zkratek

5AF
AB
AO
ATP
CAL
CAM
C-FDA
CPM
CR
DAPI
ECso

EHA
EHPA
EOB
EOY
EtBr
EtHM1
FDA
FECRT

H258
H342
HFB
ICso

LCs

LDso

LFIA
MB
MTS

5(N-oktatdodekoyl)-aminofluorescein
resazurin (z angl. alamar blue)

akridinova oranz (z angl. acridine orange)
adenosin trifosfat

kalcein

acetoxmymethylester kalceinu
karboxydiacetyl fluorescein
cytoplasmatickd membrana

kongo Cerven (z angl. Congo red)
4',6-diamidin-2-fenylindol

median efektivni koncentrace (z angl. effective concentration); zde koncentrace latky,
ktera zptsobi umrti 50% jedinct

lihiiova metoda (z angl. Egg Hatching Assay)

metoda pozorovani paralyzy pti lihnuti (z angl. Egg Hatching Paralysis Assay)
eozin-B

eozin-Y

ethidium bromid

ethidium homodimer 1

diacetyl fluorescein

metoda pozorovani snizovani poctu vylu¢ovanych vaji¢ek (z angl. Feces Egg Count
Reduction Test)

Hoechst 33258
Hoechst 33342
helminth fluorescence bioassay

medidn efektivni inhibice (z angl. inhibition concentration); koncentrace latky inhibujici
50 % biochemickych procesii

sttedni smrtna koncentrace (z angl. lethal concentration); koncentrace latky zptisobujici
umrti 50 % jedinct

sttedni smrtna davka (z angl. lethal dose); mnozstvi latky zpasobujici tmrti 50 %
jedincu

metoda pozorovani inhibice pfijmu potravy (z angl. Larvae Feeding Inhibition Assay)
methylenova modf (z angl. methylen blue)

Owenuv reagent (z angl. Owen’s reagent)



MTT
NAD(P)H
NBT

NK

NR

PI

ROS

B

TBO

thiazolyl blue tetrazolium bromid

nikotinamid dinukleotid (fosfat)

nitro blue tetrazolium chlorid

nukleova kyselina (z angl. nucleic acid)

neutralni cervei (z angl. neutral red)

propidium jodid

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
trypanova modr (z angl. trypan blue)

toluidinova modf (z angl. toluidine blue)



Seznam zminénych chemikalii

S5AF N-(3',6'-dihydroxy-3-oxospiro[2-benzofuran-1,9'-xanthene]-4'-yl)oktadekanamid

AB 7-hydroxy-3H-fenoxazin-3-on 10-oxid

AO N,N,N'",N'-Tetramethylakridin-3,6-diamin

CAL 2-[[7'-[[bis(karboxymethyl)amino]methyl]-3',6'-dihydroxy-3-oxospiro[2-benzofuran-

1,9'-xanthen]-2'-yl[methyl-(karboxymethyl)amino]acetat

CAM acetyloxymethyl 2-[[2-(acetyloxymethoxy)-2-oxoethyl]-[[3',6'-diacetyloxy-7'-[[bis[2-
(acetyloxymethoxy)-2-oxoethyl]Jamino Jmethyl]-3-oxospiro[ 2-benzofuran-1,9'-
xanthen]-2'-yl]methylJamino]acetat

C-FDA 3',6'-diacetyloxy-1-oxospiro[2-benzofuran-3,9'-xanthen]-5-karboxylova kyselina

CR 4-amino-3-[4-[4-(1-amino-4-sulfonato-nafthalen-2-yl)diazenylfenyl]fenyl]diazenyl
naftalen-1-sulfonat disodny

DAPI 4'.6-diamidin-2-fenylindol

EOB 2-(4,5-dibromo-2,7-dinitro-3-oxido-6-oxoxanthen-9-yl)benzoova kyselina

EOY 2-(2,4,5,7-tetrabromo-3-hydroxy-6-oxoxanthen-9-yl)benzoova kyselina

EtBr 3,8-diamino-5-ethyl-6-fenylfenanthridinium bromid

EtHM1 5,5'-(fenanthridinium, 5,5'-[1,2-ethanediylbis(imino-3,1-propanediyl)]bis(3,8-diamino-
6-phenyl) tetrachlorid

FDA (6'-acetyloxy-3-oxospiro[2-benzofuran-1,9'-xanthen]-3'-yl) acetat

H258 4-[6-[6-(4-methylpiperazin-1-yl)-1H-benzimidazol-2-yl]-1H-benzimidazol-2-yl]fenol

H342 (2'-(4-ethoxyfenyl)-5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5'-bibenzimidazol

MB 3,7-bis(dimethylamino)-fenothiazin-5-ium chlorid

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium

MTT 2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid

NBT 2,2'-Bis(p-nitrofenyl)-5,5'-difenyl-3,3'-(3,3'-dimethoxy-4,4'-bifenylylen) ditetrazolium
chlorid

NR 3-amino-7-dimethylamino-2-methylfenazin hydrochlorid

PI 3,8-diamino-5-[3-(diethylmethylammonio)propyl]-6-fenylfenanthridinium dijodid

TB (37,3'2)-3,3'-[(3,3'-dimethylbifenyl-4,4'-diyl)di(1Z)hydrazin-2-yl-1-yliden]bis(5-

amino-4-o0xo0-3,4-dihydronaftalen-2,7-disulfonova kyselina)
TBO (7-amino-8-methylfenothiazin-3-yliden)-dimethylazanium chlorid
XTT 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2 H-tetrazolium-5-karboxanilid
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1 Uvod

Humanni i veterindrni helmint6zy jsou nezanedbatelnym problémem piedevsim tropickych zemi.
Mezi nejzavazngjsi patogeny patii hlistice (mj. rody Trichuris, Brugia), motolice rodu Schistosoma a
Fasciola, jakozto 1 tasemnice rodu Taenia a Echinococcus (CDC, 2019). Za rok 2010 mély helmintdzy
dohromady na svédomi ptfes 26 miliont lidskych DALYs (let ztracenych v dasledku nemoci, z angl.
disability adjusted life year) (GAHI: Global Atlas of Helminth Infections, 2016) nemluve o velikosti
hospodaiskych Skod zplsobenych snizenym vykonem ¢i umrtim nakazenych zvirat. Mezi
nejvyznamnéj$i ptivodce veterinarnich helmintéz patii rody Strongyloides, Moniezia a Fascioloides
(Maichomo, Kagira & Walker, 2004). Neni pfitom nad¢je, Ze se v dalSich letech medicinsky a
veterindrni vyznam helminti dramaticky snizi, jelikoZz existuje jen hrstka ochranujicich hospodarska
zvitata (ptikladem takové uspésné vakciny je Cysvax proti cysticerkoze vepit (Flisser et al., 2004)) a
zadna vyuzitelna u lidi. Anthelmintika, latky pouZzivané v boji s parazitickymi helminty, jsou tedy
jedinou moznosti jejich ochrany a stale pfevazujici moznosti u zvifat — dlouhodobé se ale vynofuje
problém vzniku novych kment rezistentnich vi¢i latkam vyuzivanym v soucasné dobé jako 1éCiva
(Doenhoff et al., 2002; Novobilsky & Hoglund, 2015). Vyzkum v téchto oborech (vyvoj novych 1éCiv
a vakcin) je tudiz nesmirn¢ dilezity, ov§em pro jeho zdarné dokonceni je mimo jiné nutné znat co
nejpresnéji 1 miru UCinku zkoumané latky ¢i vakciny na viabilitu helminta. Pravé viabilita, tedy
zivotaschopnost, je velice Siroky a obecny pojem, jez je definovan mnohymi faktory — motilitou
(pohyblivosti), integritou povrchovych membran, fekunditou (schopnosti vytvaret potomstvo), fertilitou
(redlnou produkci potomstva), metabolickou aktivitou atp. Samotné stanovovani viability se pak odviji
od pozorovani téchto faktord.

Cilem této prace je popsat a shrnout metody vyuzivané pfi stanovovani viability parazitickych
helmintt, na ptikladech vysvétlit jejich principy a uskali, zhodnotit miru jejich pfesnosti, spravnosti a

vyuzitelnosti v praxi — at’ jiz terénni, laboratorni ¢i primyslové.



2 Metody monitorujici celkovy stav helminta

2.1 Morfologie a motilita

Uvod

Morfologické metody jsou pro své snadné provadéni prvnimi testy, kterymi vyzkumnici zpravidla
zjistuji viabilitu helmintd. Mohou byt provadény bud’ in vivo: vyhodnocovanim stavu rtiznych
vyvojovych stadii helmintl ziskanych z biologického materialu (trus, tkan€) hostitele, jemuz bylo napf.
podano anthelmintikum pfimo. Druhou moznosti je sledovat viabilitu helmintd in vitro, tedy napt. po

pridani anthelmintika k laboratorné péstované kultute helminta.

In vitro metody

Test lihnuti vajicek (EHA, 7 angl. Egg hatching assay)

Jedna se o nejstarsi in vitro provadény postup pro zjisStovani viability Zivotnich stadii helmintt
izolovanych z hostitele. Stejné pocetné skupiny vajicek vyloucenych z hostitele jsou inkubovany po
nékolik hodin v kultivaénim médiu. Jedna ze skupin slouzi jako neovlivnéna negativni kontrola, u
ostatnich je do roztoku pridavano anthelmintikum v n€kolika riznych koncentracich. Po uplynuti
inkubacni doby se spocitaji vylihnuté larvy i mrtva vajicka — ta, z nichz se larva nevylihla a stanovi se
ubytek vylihnutych jedinct (Diconza & Basch, 1975).

Touto metodou byla zkoumana sniZena citlivost na thiabendalzol u hlistic druhtt Haemonchus
contortus a Teladorsagia circumcincta - stejny pocet vajicek od rezistentnich i nerezistentnich kmeni
byl inkubovan se stejnou koncentraci ucinné latky, pficemz se ukazalo, ze median letalni koncentrace
(LCso, vysvétleno v seznamu zkratek) odolnéjsi populace je fadoveé vyssi. Dulezitym faktorem pro
presnost vysledkd a jejich interpretaci byla jednotnost vyvojového stadia vajicek v jedné skuping, nebot’
u pozdéjsich stadii (s jiz patrnym embryem) se vyss$i rezistence vici thiabendazolu objevovala naptic¢
vSemi zkoumanymi kmeny druhu H. contortus. (Diconza & Basch, 1975). Aby mohly byt vysledky této
velice rozsifené metody porovnavany mezi sebou, byla metoda standardizovana (pocet vajicek na jednu
kultiva¢ni jamku, objem média, vypocet relativniho ibytku vylihnutych jedinct) beze zmén principu
(Coles et al., 1992).

Kombinaci in vitro EHA a in vivo metod byla zkouména viabilita lidskych méchovet!' pii
zvySovani hladiny mebendazolu — anthelmintikum bylo podavano ptimo zkoumanym lidem a ptisobilo
tedy in vivo. Urcité procento zkoumanych déti bylo zaroven infikovano méchovcem i skrkavkou détskou

(Ascaris lumbricoides). Vajicka A. lumbriocides viak pti spolecné inkubaci snizovala pocet vylihnutych

! Jednalo se o vyzkum provadény na ostrovech pii pobfezi Tanzanie. Autofi se viak o zkoumaném parazitu
vyjadfuji jen jako o ,human hookworm®, coz muze znacit bud’ druhy Ancylostoma duodenale ¢i Necator
americanus. Vzhledem ke geografickému rozsiteni obou druhti jde nejspiSe o N. americanus (Albonico et al.,
1998).



jedinct méchovce — aby se zabranilo zkreslovani vysledkt, byla snizena inkubaéni doba. Testovani
prineslo idaje o tom, Ze i ptes to, ze u nékterych z déti jiz diive probéhla 1é¢ba ankylostomozy, nevznikly
presto zadné vyraznéji odolné kmeny parazitti (Albonico et al., 2005). Zkraceni inkubacni doby kvili
snizeni toxického vlivu vaji¢ek A. lumbricoides bylo nejspis zvoleno kvili minimalnimu zasahu do
doposud zavedené metodiky. Filtrace, ktera by oddélila vajicka obou druhti, by byl zasah vétsi: vyvstala
by nutnost dalsiho vybaveni, ¢as na vyhodnoceni by se prodlouzil, navic by samotna metodika filtrace
musela byt optimalizovana na miste.

Kvili odliSnému principu fungovani anthelmintik musela byt EHA pozménéna.
Anthelmintikum levimasol totiz stimuluje nervova zakonceni u svalovych bun¢k, ¢imz ptisobi tonickou
imobilitu (Van Heuten, 1972). Pti del$im vystaveni této latce se ovSsem mobilita navraci (Coles, East &
Jenkins, 1975). Timto se liS§i od mebendazolu, ktery inhibuje polymeraci tubulinu, ¢imz v dasledku
zastavuje rast mikrotubuli (Ranjan et al., 2018) a ptfijem zivin (Van Den Bossche & De Nollin, 1973).
Tyto dva jevy vSak mohou byt spojeny slozitymi a dosud neprozkoumanymi procesy v bunikach (Lacey,
1988). Thiabendazol zase inhibuje &innost fumarat reduktazy (Prichard, 1970). Uprava EHA proto
spociva v pfidani levimasolu az té€sné (napf. 1 h) pfed samotnym lihnutim. Takto byla zkoumana
viabilita rodt Teladorsagia, Trichostrongylus a Haemonchus, pticemz bylo velice dtlezité predem
definovat primérnou vhodnou dobu inkubace vajicek pred lihnutim (Martin & Le Jambre, 1979;
Dobson et al., 1986). Tato upravena metoda se poté oznacuje jako EHPA (Egg hatching paralysis assay).
Nutnost odlisného ptistupu u levimasolu souvisi s jeho mechanismem uc¢inku — zatimco u thiabendazolu
s mebendazolem je vyhodné piidat tyto latky v co nejranéj$im stadiu vyvoje vajicka, aby mohly
difundovat ptes mén¢ vrstev bunék a zamezily rustu a vyvoji embrya, levimasol nemtize pasobit, dokud
neni nervova soustava vyvinuta.

EHA i EHPA jsou velmi levné a na vybaveni nenarocné metody; jejich hlavni problém dli
v dlouhém case provadéni (inkubace v tadech hodin az dni) a nizké ptesnosti u populaci s nizsi
rezistenci na anthelmintika (Diconza & Basch, 1975; Dobson et al., 1986; Albonico et al., 2005) — to je
zpusobeno napf. zmenSenim poctu vajicek, ktera jsou vyloucena z hostitele a do vypoctu relativniho
ubytku se dostane chyba zplisobend zakonem malych ¢isel. Test zalozeny na tomto principu urcuje
viabilitu dospélct v hostiteli pouze neptimo, a tim padem je dobré ho kombinovat s jinymi metodami.
Rovnéz je standardizovana pouze pro nékolik rodii ze skupiny Nematoda, u jinych taxond nebyla

provadéna.

Testy prubéhu vyvoje larev a dospélcii

Dal§im ze zpusobu zjistovani vlivu anthelmintik na viabilitu populace parazita mize byt i
sledovani opozd’ovani vyvoje jedinct od vylihnuti po dospé€lost. Principem metody je inkubace larev od
vylihnuti bud’ do stadia L3 (Gill et al., 1995) nebo do uplné dosp€losti (Stringfellow, 1988). Rozdilné
procento plné vyvinutych jedinci u kontrolni skupiny a skupiny kultivované na Zzivné padé

s anthelmintiky pak urcuji vliv 1é¢iv na parazita.



Metoda Gillové et al. (1995) je rychlejsi, nebot’ vyvoj druhu H. contortus trva od vajicka po
stadium L3 larev Sest dni. Do stadia plné dospélé samice kladouci vejce ovsem 35 dni (Stringfellow,

1988), coz je pro vyuziti v praxi pfili§ dlouha doba.

Testy sledujici motilitu helmintii

Zakladni formou metody zkoumajici motilitu je rozdéleni do dvou kategorii podle toho, zda se
behem predem zvoleného kratkého ¢asového useku jedinec pozorovany mikroskopem viditelné pohnul
nebo ne (Martin & Le Jambre, 1979). Toto rozdéleni neni samoziejmé idedlni, nebot’ velmi neptesné
urcuje pomér zivych a mrtvych jedinct — pohyblivost totiz nutné neodrazi viabilitu helminta. Proto se
casem objevily sofistikovanéjsi ptistupy (viz nize), a zakladni metoda byla standardizovana pro rod
Schistosoma — vznikly 4 zékladni kategorie popisu pohybu, navic se ptihlizi k celkovému vzhledu
jedince (intaktnost povrchu, scvrknuti téla apod.) (Ramirez et al., 2007).

Pokrokem byl i vznik poloautomatické eseje vyuzivajici zménu toku svétla pies suspenzi L3
stadii H. contortus. Porovnavani vykyvl svételné intenzity oproti nehybnym helmintim a prazdnym
zkumavkam (tyto dva posledni udaje se mnoho nelisily) se monitoruje motilita helmintd. Svétlo prochazi
pres suspenzi se zkoumanymi jedinci a lame se v dutovypuklé Eoéce. Cast odrazeného svétla putuje pies
zesilova¢ do AD prevodniku, odkud jiz putuje digitalni informace do pocitace. Pohyb helminti ve
zkumavce zpusobi rozdil v intenzité svétla odrazeného od Coc¢ky a tedy i zménu signalu. Metoda je ale
malo procesivni nehledé na potiebu specialniho pfistroje a zfejmé i zcela stabilniho podlozi, coz
znemoznuje praci v terénu. Vyhodou je pak druhova nespecifita a odstranéni lidské chybovosti (Folz et
al., 1987).

Pt zkoumani druhti Strongyloides ratti a Strongyloides venezuelensis do§lo rovnéz k vylepSeni
eseje sledujici motilitu. Data o pohybu a jeho rychlosti byla zaznamendvana pomoci digitalni kamery a
s ptispénim softwaru vyhodnocovana. Tim se omezila chybovost lidského faktoru. I tak bylo ovSem
umoznéno sbirat data jen o 20 jedincich v ramci jedné jamky (Satou ef al., 2001).

Dalsi vylepSeni postupu se tyka hlavné zvyseni procesivity metody dal$im zapojeni modernich
technologii, konkrétné metody xCELLigence. Jednim z pfistupil bylo pfipraveni specialni nadoby, v niz
se nachézel vzdy jeden jedinec. Na dné byly umistény zlaté elektrody, probihal zdiznam zmén impedance
(zména povrchu dotyku testovaného subjektu a vodivého dna), z cehoz byla nasledné vypoctena
motilita. Vyhodou je i jeho vSestrannost, co se tyce druhti i vyvojovych stadii paraziti: Testovany byly
larvy L3 S. ratti a H. contortus, dospélci Ancylostoma caninum a Schistosoma mansoni, jakoz i vajicka
H. contortus (zde $lo o kombinaci s EHA — zkoumala se motilita pravé vylihnutych larev). Metoda
prokazala svou vyuzitelnost, i kdyz se objevily nékteré nejasnosti u méteni vlivu nékterych anthelmintik
(napf. ivermektin) na motilitu stejného vyvojového stadia stejného druhu. U¢inek jinych (levimasol) byl
vSak zméfen velmi presné (Smout ef al., 2010). Divodem mtiZze byt odlisSny mechanismus u¢inku obou
latek - princip uc¢inku ivermektinu spo¢iva v navazani na y-aminomaselnou kyselinou aktivované kanaly

pro vstup CI" do bunék (z angl. GABA-mediated CI" channels) (Brownlee, Holden-Dye & Walker,



1997), ¢imZ v zavislosti na koncentraci zastavi pohyb hltanu nebo celé parazitické hlistice (Kass et al.,
1980; Brownlee, Holden-Dye & Walker, 1997).

Metoda xWORM (xCELLinteligence worm real-time motility assay; upravena metoda
xCELLigence pouzivajici odlisnou frekvenci elektrického proudu — oproti plivodné pouzivanym 10 kHz
zde bylo pouzito 25 kHz, coz zvysilo piesnost méfeni), byla dale vyuzita konkrétné pro zkoumani vsech
vyvojovych stadii S. mansoni. U cerkarii, které se v ptirozeném prostiedi pohybuji ve vodnim sloupci,
muselo probihat métfeni motility v PBS. Divodem byla nutnost zvyseni kontaktu s vodivou deskou na
dné meéftici nadobky. Tato nutna zména vSak mohla pfinést arteficidlni snizeni motility. U ostatnich
vyvojovych stadii bylo pouzito standartni médium. Schistosomula kviili svému odli§nému druhu pohybu
ve formé kontrakci nevytvortila dostatecna data pro presné urCeni viability. Takto upravena metoda
xCELLigence umoziuje piesnéj$i méfeni motility u parazitickych helmintii napti¢ druhy — omezeni je
ovSem patrné u mén€ pohyblivych stadii. Cerkdrie, jejichz pohyb byl autory popsan jako ,,rychlé
zaSkuby* byl pfistrojem daleko lépe zaznamenan nez kontrakce schistosomul, i kdyz jich bylo do méfici
nadobky ptidano fadové vice nez cerkarii (Rinaldi et al., 2015).

Viabilita schistosomul S. mansoni byla taktéz vyhodnocovana pomoci plné¢ automatizovaného
postupu: snimky potizené za dlouhy ¢asovy tsek byly porovnavany s velkou databazi snimku stejnych
vyvojovych stadii diive vystavenych nékolika typim anthelmintik. Fenotypové zmény (tvar
schistosomula, granulace atp.) byly vyhodnocovany lidmi a byla vytvofen databaze. Program posléze
porovnaval pozorované jedince prave s touto databazi. Motilita byla také vypoctena presné na zékladé
rozdilu poloh jedincti na jednotlivych snimcich (oba udaje byly srovnavany s daty ziskanymi
standardizovanou metodou Ramirezové et al. (2007)). I pres malo intenzivni a specificky pohyb
schistosomul, jenz byl pfi¢inou netispéchu metody xWORM, se zde podatilo jejich viabilitu méfit velice
presné diky odlisnému pfistupu a pokrocilému softwaru. (Paveley et al., 2012).

Oproti vyse zminénym metodam lze rizné formy sledovani motility uplatnit na jakykoliv taxon
helmintli — ov§em jen na vyvojova stadia, u nichz k néjakému pohybu dochazi. Velkym nedostatkem je
Casova naroc¢nost pii vys$sim poctu vzorkl a subjektivita pojeti urcitych kategorii pfi hodnoceni vlivu
(,,slowed activity* oproti ,,minimal activity* (Ramirez et al., 2007)) — to vSak plati pouze u prvotnich
pristupii k vyhodnocovani motility jen pozorovanim lidskym okem pod mikroskopem. U technologicky
vyspelejSich postupli je mira subjektivity i ¢asova narocnost znaén€¢ zmensena, na druhou stranu jiz
Loghry et al., 2020).

Specializovanym typem eseje pozorujici pohyb je urCovani viability za pomoci sledovani funkce
plaménkovych bungk. Ty jsou soucasti protonefridii a zajistuji pohyb vyluCované tekutiny. S jejich
¢innosti tedy souvisi udrzovani osmotického tlaku v téle a jejich Cinnost je zdsadni pro Zivot. Zaroven
jsou lehce pozorovatelné i pod svételnym mikroskopem dokonce bez barveni. Proto jsou vhodnym a

vérohodnym ukazatelem viability helmintl z skupiny Neodermata.



Tato metoda mlize byt pouzita jako hlavni kritérium stanovovani viability, jako tomu bylo u vybéru
nejvhodnéjsiho média pro uchovavani protoskolext Echinococcus granulosus. Zde byla vyhodnocena
jako dostatecné vypovidajici a piesnéjsi nez mefeni viability pomoci methylenové modti (viz nize)
(Casado, Rodriguez-Caabeiro & Hernandez, 1986). Jindy k ni bylo pfistupovano jako k zdsadnimu
kritériu pti rozhodovani o stavu jedinct. u kterych nebyly dostatec¢né prikazné patofyziologické zmény
a slouzila tedy jen jako dopliikova metoda (Kenji, Minoru & Tohru, 1984).

Celkove je tedy metoda pozorovani pohybu plaménkovych bun€k velice pfesnym a spolehlivym
zpusobem urcovani stavu zkoumaného helminta. Jejimi nevyhodami jsou v§ak vysoka ¢asova narocnost,
neexistence spektra viability a tim pAdem moznost zkresleni vysledkll — rozliSuje pouze na Zivé a mrtvé
jedince. V neposledni fadé je pouzitelna jen u skupiny Neodermata, jelikoz u hlistic ma vylucovaci

soustava bez plaménkovych bunék.

Test pozorovani inhibice piijmu potravy (LFIA, 7 angl. Larvae feeding inhibition assay)

Jednim z kritérii urovani motility larev i dospélcti parazitickych hlistic je i typicky pohyb
svaloviny hltanu (,,pharyngeal pumping®). K jeho inhibici dochazi (v ramci inhibice svalové aktivity
obecné) pii puisobeni anthelmintika ivermektinu. Tim padem muize byt i zména miry pfijmu potravy
povaZovana za ukazatel viability téchto skupin. Tato informace je zjistovana pomoci kultury bakterie
Escherichia coli pro tento ticel oznacené fluorescencnim barvivem. Po urcité dob¢ je monitorovan obsah
téchto bakterii ve stievé. Vysledy jsou zafazovany do ¢tyt skupin v zavislosti na intenzité fluorescence
— podobng, jako tomu bylo u celkové motility pozorované metodou Ramirezové (2007). Tim padem
mohou byt vysledky opét zkreslené individualnim pfistupem vyhodnocovatele — celkové byla tato
metoda pouzita spise jako kontrola klasické eseje zkoumajici motilitu a dalSich piistupt (Geary et al.,

1993; Jackson. & Coop, 2000; Alvarez-Sanchez et al., 2005).

In vivo metody

Pitva

Nejpiiméjsim zplisobem, jak se presvédéit napt. o vlivu anthelmintika ¢i vakciny podavané
definitivnimu hostiteli na viabilitu helmint v ném zijicich, je po urcité¢ inkubacni dobé hostitelsky
organismus usmrtit a provést pitvu (Allen, 1928; Chandler, 1932). Pii porovnani poctu jedinct (tzv.
parazitarni zatéze — z angl. parasite burden) u kontrolnich hostiteltl a hostiteli podstoupivsich 1écbu ¢i
vakcinaci lze pozorovat zménu velikosti populace helmintl a z toho odvodit i zménu fitness. Naroky na
tkuSenosti examinatora, etickd stranka, naklady spojené s chovem hostitell a nereproducibilita spojena
s chybou malych ¢isel, jakoz i vznik pfesnéjsich, rychlejSich a vSeobecné efektivnéjSich metod zatazuje
pitvy mezi méné pouZzivané metody, ackoliv jsou stale v malé mite pouzivany (Sutherland et al., 1997).
Navic je zde viabilita brana spiSe jako vlastnost celé populace parazita v hostiteli a na trovni jedinct
neni zjisStovana. To predurcuje vyuziti spiSe ve veterinarni praxi. Pro bliz§i zkoumani mohou byt jedinci
izolovani z téla hostitele podrobeni napf. zkoumani patomorfologickych zmén ¢i extrakci vajicek a

provedeni EHA, aby bylo zjiSténo vice o viabilit€ jednotlivych helmintd.
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Metoda pozorovani poctu vylu¢ovanych vajicek (FECRT, 7 angl. Feces Egg Count Reduction Test)
Neinvazivni alternativu k pitvam ptedstavuje sledovani fluktuaci poétu vajicek vylucovanych
spolu se stolici hostitele. Zmény v kvantité vaji¢ek naznacuji zmény velikosti populace dospélych stadii
¢i jejich fertility. VéEtSinou se vyuziva ve spojitosti se zjistovanim odolnosti parazitti hospodaiskych
zvitat vaci anthelmintikim (Martin, Anderson & Jarrett, 1989; McKenna, 1996), ackoliv samotna
podstata nebrani vyuziti této metody u vSech paraziti, jejichz vajicka opousti hostitele timto zptisobem.
Vzhledem k tomu, ze jsou pocty vajicek vyhodnocovany pod mikroskopem lidskym okem, mtizou
vznikat chyby zaptic¢inéné lidskou neptesnosti. Taktéz je malo citliva pti nizkych hodnotach rezistence
daného kmene k anthelmintikiim — pfi zmenseni poctu vajic¢ek na méné nez 25% plivodni hodnoty jsou

ziskané vysledky statisticky nevérohodné (Martin, Anderson & Jarrett, 1989).

2.2 Mikrokalorimetrie

Principem této metody je méfeni tepla, které je produkovano parazitem pii metabolickych dé¢jich

(Wadso & Goldberg, 2001). Jak klesa viabilita, objem metabolismu se snizuje a umérné k tomu klesa i
vyrobené teplo. Podstata této metody zajistuje jeji vyuzitelnost napfi¢ vSemi druhy parazitickych
helmintl — jedinym omezenim je velikost jedince, ktery se musi vejit do nddobky v pfistroji.
Jednim z vyuziti potvrzujicich dobré kvality této metody je studium viability dospé€lct a schistosomul
S. mansoni pod vlivem né¢kolika riiznych anthelmintik. Metoda nejenze ukézala postupny pokles
velikosti tvofeného tepla, ale i motility vlivem toho, jak Gi¢inna latka ptisobila a helmint umiral. Motilita
byla vypoctena z jevu vyskytujicim se pii mikrokalorimetrickych esejich oznacovaného jako ,,ndhodné
oscilace” (z angl. ,random oscilations*) (Manneck et al., 2011). Citlivost pfistroje zaznamenava i
vykyvy tepla spojené s kontrakcemi svalil, které ale nejsou béznym mikroskopem pozorovatelné. Kvuli
tomu byla schistosomula vylou¢ena z klasické eseje zjist'ujici motilitu (Rinaldi ef al., 2015). Obdobné
kladné vysledky s vysokou citlivosti pii praci s dosp€lci Ancylostoma ceylanicum a Necator americanus
popisuje 1 Tritten et al. (2012).

V porovnani s klasickou motilitni eseji v§ak mikrokalorimetrie neuspéla pii méfeni viability L3
A. ceylanicum - u dospélych stadii bylo tfeba do jedné nadobky umistit vice jedincti najednou pro zisk
stabilniho a dostatecné silného signalu. Ani pii zvySeni pocétu L3 larev v nadobce se vSak méfeni
nepodafilo. Na ving je dle autort nejspiSe chyba v kalibraci pfistroje ¢i niz§i metabolicka aktivita tohoto
vyvojového stadia ve srovnani s dospélci. I po stimulaci svétlem a zvySeni poctu larev byly hodnoty
tepla pod detekénim limitem pfistroje. Kvuli tomu vSak byla mikro- i nanokalorimetrie (principialné
stejna metoda, jen s vyssi citlivosti a niz§im rozsahem monitorovani zmén teploty) vyhodnocena jako
méné citlivd neZ pozorovani motility pod mikroskopem. To by bylo mozno povazovat za hlavni
nevyhodu této metody — nutnost naprosto presné, casove narocné kalibrace a s ni spojené vysoké naroky
na profesionalni tirovein obsluhy, jakoZto i vysoka pofizovaci cena. Zarovei je velice dillezité pracovat
v ptisn¢ aseptickych podminkach, nebot’ metabolicka aktivita pfipadnych mikroorganismi by

nepfiznivé ovlivnila pfesnost vysledki méfeni (Tritten, Braissant & Keiser, 2012). Dal§im problémem



nastavajicim pfi dlouhodobé&j$im méfeni (vice nez dva dny) je umélé snizovani viability zfejmé kvuli
ubytku kysliku — tento fenomén byl pozorovan pii pokusu aplikovat mikrokalorimetrii na dospélcich
Fasciola hepatica (Manneck et al., 2011). ReSenim je tedy zvyseni koncentrace anthelmintik (za
predpokladu, ze je fyziologicky relevantni) aby u¢inky nastupovaly rychleji a hypoxie nem¢la na

parazity vliv.

2.3 Me¢éteni hodnot koncentraci metabolit parazita

Dalsi z moznosti, jak monitorovat zivotaschopnost helmintil, je pozorovani ¢innosti jejich enzymti. To
lze bud’ provadét piimo pridanim latek, jez budou enzymy pfeménény na latky jiné a zména bude
néjakym zptisobem detekovatelna (napt. rozdil barvy vychozich latek a produkti - viz kapitola 4), nebo
nepfimo, a to detekci pfirozenych produktti metabolismu. Cilem této kapitoly neni vyjmenovani vSech
detekovatelnych metabolitd, nebot je jich nepieberné mnozstvi, ale zdiraznéni téch, které byly

v helmintologii spolehliveé vyuzity.

Laktat

Koncentraci laktatu, jakozto koncového produktu anaerobniho katabolismu glukozy nékterych
parazitickych helmintt (Tielens, 1994), je mozno monitorovat pomoci fluorometrickych enzymovych
eseji. Takto byla zkoumana viabilita dospé€lct i schistosomul S. mansoni ve snaze najit alternativu
k morfologickému zkoumani viability. Hledana metoda by mela byt rychlejsi a zaroven piesnéjsi. Navic
je tento postup uz mimo parazitologii zavedeny a adaptace na jiné modelové helminty neni obvykle
slozita (Howe et al., 2015; Machacek et al., 2020). Problém s méfenim koncentrace vylouc¢eného laktatu
se vSak mlze objevit pfi odstranovani supernatantu k jeho analyze — cely postup zpomaluje nutnost
vyhnout se nasati schistosomula, jehoz ptitomnost by v dalSich krocich znehodnotila vysledky (Aguiar
etal.,2017).

Me¢fteni koncentrace laktatu byla vyuZita i pfi zjistovani vlivu oxidu dusnatého - NO na viabilitu
schistosomul Trichobilharzia regenti (Machacek et al., 2020). Po transformaci z cerkarii vykazuji
schistosomula jiného druhu schistosom (S. mansoni) rizné poméry aerobniho a anaerobniho
metabolismu v zavislosti na koncentraci glukézy (Skelly, Stein & Shoemaker, 1993) — do jisté miry
funguji tedy obé€ drahy. Experimentalni ptisobeni NO na schistosomula 7. regenti in vitro vSak zvysilo
koncentraci laktatu. NO ma tim padem zfejmé vliv na nékterou ze soucasti aerobniho energetického
metabolismu, proto helmint pfi snaze vyrobit dostatecné mnozstvi energie zvysuje objem anaerobniho
metabolismu (Machacek et al., 2020). Tato metoda byla kombinovana s barvenim methylenovou modii
(viz kapitola 4.3), a proto je mozné vysledky zmén viability povazovat za vérohodné. Moznym
nebezpecim v tomto konkrétnim piipadé by mohlo byt umélé snizovani viability schistosomul —
anaerobni metabolismus produkujici laktat je mnohem méné energeticky vynosny nez aerobni
metabolismus. Pti nahrazovani ztrat zplsobenych snizenim objemu aerobniho metabolismu musi tedy
schistosomulum zpracovat daleko vice molekul glukozy nez by potiebovalo bez ptitomnosti NO.

V hostiteli by nebyl neustaly ptisun glukdzy krvi problém, ale in vitro chovana schistosomula mohou
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vyCerpat zasoby glukdzy z média a tim padem zemfit diive. Celkovym diisledkem tohoto jevu by mohlo
byt pfisuzovani molekulam s podobnym ucinkem jako NO, tedy inhibitorim aerobniho energetického

metabolismu, vyssi vliv na viabilitu helmintt, nez tomu je in vivo.

ATP

Nedilnou soucésti energetického metabolismu vSech bunék je ATP. Bez rozdilu se objevuje i
v odvozenych energetickych metabolismech paraziti. Metoda je dostatecné etablovana v jinych
odvétvich biologie podobné jako méfeni koncentrace laktatu a je druhove univerzalni i rychla. Principem
tohoto tesu je pfidani enzymu luciferdzy a molekuly luciferinu. Luciferdza je ATP-dependentni oxidéza,
ktera ptreméiiuje luciferin na oxoluciferin, jenz vydava detekovatelné svétlo (McElroy & Green, 1956).

Tato metoda byla zkouSena jako jedna z novych, vykonnéj$ich moznosti pro zjisStovani viability
tasemnic rodu Taenia. Konkrétné u metacestodll Taenia crasssiceps byly monitorovany koncentrace
ATP v supernatantu a Cinnost dalSich enzymu (viz nize). Na rozdil od eseji zamétujicich se na
enzymatickou aktivitu se u koncentraci ATP nenaSla Zadna vyznamna zmeéna po vystaveni cyst
anthelmintikiim (Mahanty, Madrid & Nash, 2013). Pfi¢inou nezdaru mize byt, ze jako klidové stadium
ma cysta maly objem energetického metabolismu — tak maly, Ze citlivost klasické ATP eseje je
nedostateénd. Resenim by mohlo byt zvolit jiné stadium, u néhoZ je energeticky metabolismus
aktivnéjsi, nebo zvysit pocet cyst v jedné reakcni nadobé€, aby se koncentrace ATP v supernatantu
zvysila na detekovatelnou tiroven.

Naopak ATP esej provadénd na schistosomulech S. mansoni vykazovala statisticky velmi
stabilni vysledky, co se intenzity vyzareného svétla vzhledem k poctu zkoumanych jedinci i vlastniho
zjistovani viability tyCe — data porovnavana napft. s témi ziskanymi s pouzitim FDA/PI (viz kapitola 5)
(Lalli et al., 2015). Je ztejmé, Ze i méné aktivni vyvojova stadia parazitl lze GispéSné€ podrobit této eseji,
i kdyz schistosomula pteci jen vykazuji urcit¢ pohyby, zatimco cysty (napf. u vysSe zminéné 7.

crasssiceps) jsou v tomto sméru neaktivni.

Dalsi latky a enzymy

Soucasny turoven technologie v molekularni biologii a biochemii nabizi zpisoby, jak
monitorovat ¢innost nepfeberného mnozstvi enzymt a kontrolovat koncentrace mnoha metabolitt
pomoci komercné dostupnych sad.

Piikladem uspé$né pouzité sady tohoto typu byl vyzkum viability pozorovanim aktivity
glukoza-6-fosfat izomerazy u tasemnice FEchinococcus multilocularis. Spolecné¢ se studiem
patomorfologickych zmén za pomoci elektronového mikroskopu byl studovan vliv velké skupiny
derivatl thiazolidu na metacestody. Diky vysoké procesivité¢ této metody je idealni pro prvni fazi
porovnavani u¢innosti jednotlivych derivatl a tvorbu zaZeného vybéru potencialnich 1é¢iv (Hemphill et
al., 2010).



2.4  Radiorespirometrie

Principem metody je sledovani ¢innosti enzymatického aparatu spojeného s vyrobou chemické
energie v buiikach. Pfiddnim substratu pro enzymy Krebsova cyklu (cukry, aminokyseliny, karboxylové
kyseliny) s inkorporovanym '“C Ize pak sledovat tnik *CO,. (Comley & Rees, 1989). Pro snadngjsi
méfeni je plyn zachycovan fenyethylaminem za tvorby pevného uhli¢itanu (Merck, 2001). Zafeni je
posléze méteno pomoci scintilaéniho detektoru (Comley & Rees, 1989).

Tato metoda byla vyuzita pii stanovovani viability jednotlivych dospélych samic
Acanthocheilonema viteae a pétic dospélych samct Onchocerca gibsoni. Prvnim dillezitym krokem byl
vybér substratu — byla zvolena karboxylovd kyselina (acetat a oktanoat), cukr (D-glukéza) a
aminokyselina (glutamin). Posledni jmenovana latka byla shledana jako nejvhodnéjsi, nebot’ u ni jediné
bylo mozno pozorovat linearni vzestup poc¢tu rozpadii za minutu a hodnoty u jednotlivych jedinct se
nejvice podobaly. S timto zjisténim byla druha faze experimentu, totiz vliv antifilaritik na produkci
14CO, provadéna pouze s timto substratem. Ve srovnani s vysledky ziskanymi pomoci redukce MTT
(viz kapitola 4) se tato metoda ukazala piesnéjsi. Dilezité bylo zjisténi, ze i homogenat ze zminénych
helmintti mé4 rovnéz schopnost vytvafet “CO,, i kdyZ v mensi mife — tim bylo roz$ifeno potencialni
druhové spektrum vyuziti, nebot’ u nékterych druhd (napt. O. volvulus, O. gibsoni) je témef nemozné
ziskat k experimentu Zivou samici (Comley & Rees, 1989). Zkoumani homogenatu z mrtvych jedinci
muze byt vyuzito napt. ke studiu u¢innosti anthelmintik fungujicich jako inhibitory enzymi.

Na rozdil od vySe zminénych postupi monitorujicich vzdy ¢innost pouze jednoho konkrétniho
enzymu ¢i jejich skupiny provadéjici podobnou ¢innost je tato metoda daleko komplexnéjsi. Nejenze
vysledky vypovidaji o procesivité¢ enzymi Krebsova cyklu (v némz vznikd COy); v zavislosti na druhu
piidaného substratu s "*C se do procesu zpracovani zapojuje i mnoho dal$ich enzymii (napf. enzymy
spojené s B-oxidaci karboxylovych kyselin). Se spravné zvolenou kombinaci substrati znacenych '“C
lze tedy napft. pfesn€ urcit misto, kde pisobi 1éCivo. Tato metoda ma vSak i negativni stranky, totiz
snizovani viability zkoumanych jedinct pifi delsi inkubaci s aktivnim zdrojem zafeni, nutnost
dodrzovani speciadlnich opatfeni na k tomu uréeném a certifikovaném pracovisti se specialnim
vybavenim, postupné snizovani aktivity zafice béhem casu a omezena dostupnost substrati
s inkorporovanym '#C. Tak, jak je metoda popséana, je také vyuzitelnd jen pro zkouméni viability
helmintt pfi aerobnich podminkach — pfi anaerobnich podminkach je v zavislosti na taxonu helminta

energeticky metabolismus zménén a CO, produkovan neni.

3 Metody monitorujici integritu membran helminta

3.1 Neutralni ¢erven (toluylene red)

Neutralni ¢erven (NR, z angl. neutral red) je derivatem fenazinu a je vyuzivana jako vitalni
barvivo. Nedisociovana pronika do bunék — az zde dochazi k disociaci z diivodu sniZzeni pH na hodnoty

niz8i nez 7 (Borenfreund & Puerner, 1985). Pro kationt je cytoplasmatickd membrana (CPM) jiz
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neprostupna a ten zdstava tedy v buiice. Zde barvi predev§im lyzozomy, do nichZ pronika kvili zvy$ené
koncentraci zdporné nabitych molekul (Winckler, 1974). U mrtvych bunék s poruSenymi membranami
(napriklad po prodé€lané autofagii) rozdily pH mezi vnitinim a vnéj$im prostfedim mizi; tyto buiiky tedy
obsahuji méné barviva. Intenzitu zbarveni lze posléze vyhodnotit jak spektrofotometricky, tak i pouhym
okem (zde ovSem vyvstava nebezpeci subjektivniho hodnocenti).

Role neutralni ¢erveni pii vyzkumu tasemnic byla napoprvé jen okrajova — pti vyzkumu in vitro
indukovaného vyvoje onkosfér v metacestody (konkrétné Slo o druhy E. granulosus, Taenia hydatigena,
Taenia ovis, Taenia pisiformis a Taenia serialis) byla pouzita pro kontrolu ucinnosti aktivacniho
roztoku. Aktivni jedinci opustiv§i onkosféru byli zbarveny cervené, mrtvi jedinci modie za pouziti
trypanové modfi (TB z angl. trypan blue; viz nize). Hlavni ucel této prace vsak nespocival v presnéjsim
urcovani viability, proto nebylo NR vénovano vice prostoru (Heath & Smyth, 1970).

Dalsi prace si dala mimo jiné za cil porovnat n¢kolik metod zjistovani viability onkosfér
tasemnice 7. solium. Ptesnost vysledkd zde byla klicova, nebot’ se experiment zabyval moznosti pouZiti
¢incily vinaté (Chinchilla lanigera) jako mozného laboratorniho definitivniho hostitele téchto parazita.
Bylo tedy nutné posoudit, zda je tento druh pro tyto ucely vhodny — zda dospélci dokdzi dospét a tvorit
dostate¢na mnozstvi Zivotaschopnych vajicek. Jako jedna z metod méfeni viability onkosfér byla
vyuzita i NR. Oproti vysledkim ziskanym pii pouziti TB ¢i propidium jodidu (PI) se nicméné toto
barveni ukdzalo jako méné€ pfesné, navic se pii inkubaci objevovaly krystaly, které znemoziovaly
pozorovani vlastnich onkosfér (Maravilla et al., 2011). Vzniku krystalt vSak lze pfedchazet filtraci
roztoku pied jeho pouzitim (Ates et al., 2017).

Otazkou stanovovani viability vajicek S. mansoni s pouzitim né€kolika riznych metod se zabyvali
Sarvel et al. (2006). Mezi jinymi zkouseli i kombinace NR/TB. Jako kontrola vysledk slouzilo ohledani
patomorfologickych zmén vajicek. Obé¢ latky ovSem barvily stejné jak ziva, tak i mrtva vajicka — kvili
tomu bylo rozhodnuto o nevhodnosti tohoto pfistupu ke stanovovani viability vajicek S. mansoni (A. K.
Sarvel et al., 2006).

Obdobny pokus, totiz stanovovani viability vajiCek, tentokrat ovSem u druhu Schistosoma
haematobium, byl proveden pozdéji, pti¢emz vysledky pouziti kombinace TB/NR se ne zcela shodovaly
s pfedchozim experimentem, Metodika eseje (koncentrace barviv i doba inkubace) byla vsak prevzata
od Sarvel et al. (2006). Lepsich vysledkt vSak doséhlo barveni s pomoci TB (Forson et al., 2019), proto
bude o ptipadnych divodech tohoto rozporu pojednano v ptislusné kapitole nize.

Jako jedna z metod zjistovani viability u dospélcti S. mansoni byla pouZzita i NR — cilem bylo
overit vyuzitelnost nefluorescencnich barviv. I pfes pocatecni problémy s piili§ vysokou koncentraci
NR byla posléze tato metoda shledana uzitecnou. Ukézala totiz specifickd mista ptisobeni nekterych
ucinnych latek, které byly pouzity. Konkrétné artesunat a amodiakvin mély vyrazny vliv na travici
ustroji samic (Mitsui & Kato, 2018). U kontrolnich jedincti tohoto pohlavi byla totiz stfeva oproti zbytku
téla tmavsi (zfejme v disledku zvyseného mnozstvi lyzozomi ve stfevnich bunikach ve spojitosti s

travenim), u samic inkubovanych s vySe zminénymi anzhelmintiky bylo stfevo naopak svétlé. Zajimava
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je paralela se samci, u nichz se tento G¢inek neprojevil (Mitsui & Kato, 2018). To miize byt zptisobeno
bud’ odlisnou rezistenci samcti a samic na u¢inné latky, nebo lidskou chybou pfi provadéni experimentu.
Tato prace je totiz pon¢kud zvlastni vysledky ziskanymi za pomoci jinych pfistupti (methylenova modi
(MB) je nevitalni barvivo, pfesto v§ak byli prokazatelné zZivi jednici obarveni — princip viz kapitola 5).
NR kazdopadné ukazala urcité zajimavé detaily — i kdyby mélo jit jen o artefakty vzniklé ne zcela
zdatilou aplikaci barviva, ukazalo se alesponi, Ze NR je schopna pronikat syncitidlnim tegumentem na
povrchu dospélct S. mansoni a neni tedy a priori nevhodna pro dalsi experimenty v tomto poli.
Ackoliv se tato metoda v Zadném z vyse uvedenych experimentll pfimo neosvéd¢ila, je na misté
zminit n¢kolik faktord, které autory ¢lankid nebyly brany v potaz. Winckler (1974) upozoriiuje na uskali
v podob¢ nutnosti optimalizace koncentrace a doby inkubace NR v zavislosti na typu tkané a stafi
jedince. Komeréné dostupné sady obsahujici NR jsou také primarné urCeny pro vyuziti pfi praci
s jednobunécnymi organismy ¢i jednotlivymi buitkami, coz by také mohlo zapficinit ne zcela uspokojivé
vysledky pii aplikaci na mnohobunécné parazity. Nutno podotknout, ze vysledky, teoreticky ziskané po
takto naro¢né optimalizaci metody pro konkrétni druh a vyvojové stadium zkoumaného helminta, by

pravdépodobné byly srovnatelné s daty ziskanymi snadnéj$i cestou pomoci jinych metod.

3.2 Kongo Cerven

Strukturné spada Kongo cerveil (CR, za angl. Congo red) mezi azoslouceniny. Prostupuje intaktni CPM
a funguje jako pH indikétor — zivé bunky, jejichz pH se pohybuje kolem 3, zbarvuje do svétle modra,
ale pokud se pH zvysi (napt. kviili vyrovnani podminek vné a vevnitf buiiky v disledku vzniku trhlin
v CPM), barva se zméni na oranzovocervenou. Svou strukturou je vSak potencionalné nebezpecna,
nebot’ jeji metabolity, karcinogenni aromatické aminy — napf. 1-amino-2-naftol (Chandanshive et al.,
2017) maji prokazatelné toxicky vliv na zivé organismy (Bonser, Clayson & Jull, 1963).

CR byla vyuzita jako metoda pro stanovovani viability vajicek a miracidii motolice S. mansoni.
Miracidia, jak vylihnuta, tak i ve vaji¢kach, u nichz byl pozorovan pohyb cilii, byla skute¢né obarvena
svétle modfe; miracidia, jejichz cilie se nehybaly a byla proto oznac¢ena jako mrtva, pak cervené. Rozdily
v hodnotach pH byly ovéfeny pomoci bromothymolové modfi, coz je dalsi pH indikator s rozdilnym
rozmezim zmény barev (pH 6 — 7,6). Skutecné bylo dokazano, Ze mrtva miracidia maji pH primérne
okolo 3, zatimco ziva okolo 7 (resp. stejné jako médium) (Sung & Dresden, 1984) — to by mohlo znacit
poruchy intaktnosti CPM jako pfi¢inu smrti miracidii. Vajicka s zivymi embryi a motilnimi miracidii
byla taktéZ zbarvena modie, zatimco u nedovyvinutych vajicek nebo téch obsahujicich mrtva miracidia
nedoslo k jakémukoliv obarveni — to podle autorit mtize naznac¢ovat nutnost aktivniho transportu barviva
pres membranu vajicka (Sung & Dresden, 1984). Metoda je zde popisovana jako spolehliva, rychlé a
vyuzitelna pro tento ucel — problém by ale mohl nastat pfi nutnosti identifikace mrtvych a zivych vajec
bez ptitomnosti vylihnutych miracidii. Vajicko se totiz jevi v mikroskopu jako svétle zluté a svétle

modré zabarveni v ném neni a prvni pohled vyrazné patmé. Proto by u mén¢ zkuSenych vyzkumniki
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mohlo dojit k nespravnému odeCteni poctu mrtvych a zivych vaji¢ek a v disledku i ke zkresleni
vysledkl experimentu.

U schistosomul S. mansoni vsak CR neobstala — nepodarilo se ani po prodlouzené dob¢ inkubace
obarvit jak zivé, tak ani mrtvé jedince, a proto bylo od této metody v tomto experimentu dale upusténo
(Gold, 1997). Na vin¢ bude nejspise velké mnozstvi pridané¢ho barviva a prili§ dlouha doba inkubace,
nebot’ se stejnymi problémy se Sung a Dresden (1984) nesetkali. Dalsim divodem mize byt i rozdilna
stavba tegumentu cerkarii a schistosomul (Hockley & McLaren, 1973; Pan, 1980).

Obdobn¢ byla CR vyuzita i pii vyzkumu viability vaji¢ek 4. lumbricoides. Dokazala odlisit Ziva
a mrtva vajicka, ale statisticky nebyla tak spolehliva jako napt. TB, a proto nepostoupila do uzsiho
vybéru testovanych metod (De Victorica & Galvan, 2003).

CR je vyuzitelna pti rozliSovani zivych a mrtvych vajicek motolic a parazitickych hlistic, ale kviili
vySe zminéné karcinogenité metabolitli je lepsi je nahradit jinymi metodami napt. Hoechstovymi

barvivy (viz Kapitola 5.3).

3.3 Trypanova modf (diamine blue, Niagara blue)

Stejné jako CR patii i Trypanovd modi (TB, z angl. trypan blue) mezi azobarviva. Kvili své
vysoké molekularni hmotnosti (873 g - mol') a zapornému néaboji nemlze pronikat pfes intaktni
membranu (Yang & Hinner, 2015). Teprve po vzniku vétSich port (a tedy i po smrti buiiky) se dostane
dovniti a buniku tak zbarvi modie (Sampson, 1924). Vyhodnocovani posléze probiha vizualni kontrolou
pod svételnym mikroskopem ¢i pomoci spektrofotometru. TB byva Casto vyuzivana jako nevitalni
barvivo v kombinaci s dal$im vitdlnim barvivem (podobné¢ jako FDA/PI, viz nize), aby tak vysledky
obou eseji daly dohromady ptesnéjsi vysledky.

Vjiz vy$e zminéném experimentu s ¢inCilami jako definitivnimi hostiteli nékolika druht
tasemnic byla jako dal§i metoda vyuzita pravé TB. Dosahla daleko piesnéjsich vysledkll nez dalsi
nefluorescencni barviva a na rozdil od NR nevytvarela nezadouci krystaly (Maravilla et al., 2011)

Schopnost praseéich anti-GK-1? protilatek aktivovat komplement pii styku s cysticerky tasemnice
Taenia crassiceps a vliv takto vzniklé odpovédi na viabilitu t€chto vyvojovych stadii byla testovana
mimo jiné i pomoci TB v kombinaci s pozorovanim motility. Po ur¢ité dobé od podani vakciny byla
pokusnym vepitim odebrana krev, z niz byly izolovany protilatky. Ty pak byly pfidany k cysticerkiim
spolu s komer¢né dostupnym komplementem a adjuvans. Jako kontrolni skupiny pak slouZily cysticerky
inkubované bez komplementu ¢i bez komplementu a protilatek, jen s adjuvans. Vysledky TB eseje zde
slouzily jako kontrola jiné, hlavni metody, totiz méfeni koncentrace cytochromu c v supernatantu. I pies
jednodussi princip byla pfesnost barveni trypanovou modii srovnatelnd s hlavni metodou (Nufiez et al.,

2018).

2 GK-1 je jeden z peptidd, jenZ je exprimovan riiznymi vyvojovymi stadii tasemnice T. solium, a tvofi jeden
z epitopll rozeznavanych imunitnim systémem hostitele. Spolu s dal$imi peptidy tvoii u€¢innou soucast vakciny
proti cysticerkoze prasat (Huerta et al., 2001).
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Z divodu nutnosti zavést snadno standartizovatelnou metodu uréovani viability vajicek
S. haematobium ziskanych filtraci moc¢i byl proveden pokus barvit je pomoci TB. Metoda se ukazala
byt velice vhodnou pro tento typ vyuziti, nebot’ oproti EHA se proces zna¢né urychlil (kratsi doba
inkubace a snadngj$i pocitani vajicek na filtru). TB spolehlivé barvila vajicka i miracidia zabitd mrazem,
zatimco Zzivotaschopnym vajickim pouze lehce obarvila svrchni vrstvu. (Feldmeier et al., 1979)
Dutivodem, pro¢ se nepodatilo opakovat Feldmeiertiv ispéch mtize byt v piipadé Sarvelové (2006) jiny
druh schistosomy, hlavn¢ v$ak nebyla stejna doba inkubace vaji¢ek s TB (30 min u Feldmeiera, 5 min
u Sarvelové, a pozdéji i u Forsona (2019)). Jak je tedy zfejmé, metoda je za spravnych podminek
k vyhodnocovani viability vajicek rodu Schistosoma vhodna.

Vliv béznych dezinfekénich prostiedkd pouzivanych v dribezatském primyslu na vajicka a
embrya hlistice Heterakis gallinarum byl sledovan pomoci barveni TB; jako kontrola slouzilo
pozorovani motility uméle vylihnutych embryi. Pfi barveni se ukazalo, Ze pfi pouziti urcité dezinfekcni
latky se vajicka zdala obarvena, ale ve skutecnosti TB obarvil pouze vngjsi vrstvu. Umélému snizovani
viability se pfedeslo pfidanim jednoho kroku promyvani. Jinak se ovSem metoda osvédcila jako
vyhovujici svému tucelu (Cupo & Beckstead, 2019).

Jednou zmetod pro vyzkum rGzné rezistence kmenil hlistice Dirofilaria immitis proti
makrocyklickym laktontim bylo i vyuziti TB (Jesudoss Chelladurai ef al., 2020). U vSech tii sloucenin
(ivermektin, selamektin a milbemycin ocxin) bylo dle hodnot absorbance zietelné, ze kmen Missouri je
vuci makrocyklickym laktoniim citlivy, zatimco ostatni kmeny maji rezistenci. TB byla tedy shledana
jako latka zcela vyhovujici nastavenym podminkam, navic jako jedna z mala dokazala tato metoda
odlisit jednotlivé kmeny mezi sebou i bez pridani jakékoliv uc¢inné latky jen na zaklad¢ liSici se miry
obarveni exkrecné-sekrecnich produktti (Premachandran et al., 1988) coz v disledku pfineslo zménu
absorbance supernatantu. Tyto zmény byly v8ak méné vyrazné nez po ucinnych latek (Jesudoss
Chelladurai et al., 2020).

Trypanova modr byla v kontrastu s NR vyuzitelnou metodou vSech aplikacich. Jako pfi¢ina mize
byt jednodussi mechanismus plsobeni, jenz neni natolik nachylny k tvorbé lidskych chyb jako u vyse
zminéného vitalniho barviva. Pripoéteme-li kratkou dobu inkubace, rozpustnost ve vodé, presnost
vysledki, minimalni naklady na vyhodnocovani vysledki a univerzalnost vyuziti v ramci helmintologie,
i pfes staii metody jde stale o jednu z nejlepsich. Nevyhodou je zfejme jeho struktura obdobné jako u

CR (Kapitola 3.2) jde o azobarvivo, jehoZ metabolity mohou byt toxické nebo karcinogenni.

3.4 Eosin

Pod oznacenim eosin (EO) se objevuje skupina latek, derivati fluoresceinu. Nejbe&znéji jsou
pouzivané latky eosin-Y (EOY) a eosin-B (EOB). V obou pfipadech se jedna o nevitalni barviva, ktera
z diivodu svého zaporného naboje neprostupuji intaktni CPM — obdobné jako TB.

Viabilita tetrathyridii tasemnice Mesocestoides vogae byla zkoumana mnoha zplisoby ve snaze

nalézt alternativu k pouhému vyhodnocovani posmrtnych morfologickych zmén. Mimo jiné (viz nize)
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bylo zkouseno i vyuziti EO, ktery se velice osvéd¢il — navzdory dlouhé dobé inkubace s zivymi jednici
je neobarvila a barva se z mrtvych, obarvenych jedinc nevymyvala po pfidani rozpoustédla. Celkove
byla metoda vyhodnocena jako velice rychla, pfesna a pln¢€ vyhovujici pozadavklim vznesenym jako cil
experimentu (Fabbri & Elissondo, 2019).

Pii zjistovani viability schistosomul S. mansoni pomoci barveni byl mimo jiné (viz nize) vyuzit
i EO. Navzdory dlouhé dob¢ inkubace vSak schistosomula obarvit nedokazal, proto byl odmitnut a dale
se s nim nepracovalo (Gold, 1997).

Pokles viability oplozenych vajic¢ek A. lumbricoides béhem inkubace s kyselinou octovou byl téz
zkouman pomoci EO. V roztocich s pfedem danou koncentraci byl sledovan cas, za ktery se obarvi
vsechna vajicka, tedy dobu potfebnou k dezinfekci zeleniny, nez bude bezpecné ji konzumovat. Na
zaklad¢ téchto experimentalnich dat vznikla rovnice, s jejiz pomoci lze vypocitat dobu nutnou k
bezpecné dezinfekcei za pouziti komeréné dostupnych koncentraci octa. Podle vSeho metoda fungovala
adekvatné ke svému ucelu (Beyhan, Yilmaz & Hokelek, 2016). Autofi ovSem neuvadi pfesny typ ani
vyrobce EQO, stejné tak ani objemy ptidanych roztokl kyseliny octové. Mohl by vSak nastat problém pfi
jeji nejnizsi koncentraci — ta byla jen desetkrat vyssi nez koncentrace EO. Eosin-Y ma pKa; = 2,0, pKa
= 3,8. Je tedy silngjsi kyselinou nez acetat (pKa = 4,75), tudiz by teoreticky mohl ovlivnit koncentraci
acetatovych iontil v roztoku a domnéle snizit i€innost roztoku na viabilitu vajicek.

Latky EOB a EOY se pomérné osvédCily v roli nevitdlniho barviva — jedinym problémem

bymohla byt jiz vySe zminéna vysoka kyselost, zvlasté v malych reakénich objemech.

3.5 Derivaty fluoresceinu

Latkami vyuzivanymi k zjistovani viability parazitickych helmintd patficimi do této skupiny jsou
kalcein acetoxmymethyl ester (CAM) a fluorescein diacetat (FDA) spole¢né s karboxyfluorescein
diacetat (C-FDA). Tyto prekurzory vstupuji pies CPM do bunék, v nichZ jsou ¢innosti cytosolickych
esteraz preménény ve vysledny produkt. U FDA a C-FDA jde o fluorescein (3',6'-dihydroxy-3H-spiro[2-
benzofuran-1,9'-xanthen]-3-on), u CAM o kalcein (CAL). Tyto produkty jiz zbuiilky nemohou
samovoln¢ vystoupit a diky své fluorescenci jsou detekovany (Rotman & Papermaster, 1966; Gutiérrez
etal.,2017).

C-FDA byl pfi zjistovani viability schistosomul S. mansoni povazovan za nespolehlivy kvuli
uniku této latky do prostfedi. Problém bude nejspise v nevhodné zvoleném médiu (Van Der Linden &
Deelder, 1984), nebot’ vzhledem k principu fungovani metody latka unikat nemtze — fluorescein
neprojde pres neporusenou CMP. Pokud by vSak k jejimu poruseni doslo, buiika by byla obarvena i
nevitalnimi barvivy, coZ autoii nepopisuji.

Problematice ,,Helmith Fluorescence Bioassay* (HFB) bude vénovan odstavec v kapitole o
derivatech fenanthridinu. Zatimco propidium jodid (PI; viz kapitola 5.1) nevykazoval pii pouziti zadné
negativni vlastnosti, u FDA se uréité problémy vyskytly. Slo zejména o arteficialni zvySovani intenzity

fluorescence bez pritomnosti zivych bunck (Peak, Chalmers & Hoffmann, 2010). To muZze byt
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nékterych latek (Tris-HCI, trypton, pepton) v tekutém médiu (Clarke et al., 2001). Dalsi moznosti
vzniku tohoto fenoménu jsou reakce s esterazami uniknuvsimi do média po prasknuti CPM. Dalsi
nevyhodou oproti PI je rychlejsi nastup platd faze fluorescence — méteni tedy muze probihat jen po
krats$i dobu (Peak, Chalmers & Hoffmann, 2010).

I pfes nedostatky a omezeni v podobé nutnosti inkubace helminti v médiich s obsahem
tryptonu, peptonu a Tris-HCI je role téchto barviv dulezita. Jsou totiz jedina vitalni fluorescencni
barviva. Fluorescen¢ni znaceni je vyhodou pii intepretaci vysledkl a zajistuje vyssi presnost méieni. I

pres vySe zminéné nevyhody maji tedy stale misto ve vyzkumu viability helminti.

3.6 Alkylaminofluorescein

Alkylaminofluoresceiny jsou rovnéz derivaty fluoresceinu, ale kvtli odliSnému principu jejich
vyuziti jsou popsany zvlast'. Na jejich kostru je pfes aminoskupinu ptipojen dlouhy hydrofobni fetézec,
ktery je inkorporovan do lipidové dvouvrstvy membran. U takto fluorescencné znacenych membran pak
1ze monitorovat jejich celistvost jakozto i dalsi vlastnosti (viz nize). V helmintologickém vyzkumu byl
vyuzit derivat s osmnactiuhlikatym zbytkem (5AF).

Tato latka byla vyuzita pfi vyzkumu vlivu polakyationtll na membrany riznych vyvojovych stadii
S. mansoni. Pokud jsou membrany neporuseny, SAF se mlize dostat jen do vné&jsi vrstvy lipida Pti
pusobeni polykationtd byl pozorovan i snizeny odbéru SAF z supernatantu, coz odkrylo mechanismus
zvétSovani povrchu helminta a zpomali ¢i zastavi jeho rist (Jones, Helm & Kusel, 1988).

5AF je zajimavou alternativou k ostatnim metodam zjist'ujicim intaktnost membran helmintt —
diky principu této metody mohou byt studovany interakce G¢innych latek a imunitniho systému piimo

na membranach, coz pomtze k zjisténi napf. epitopl rozpoznavanych imunitnim systémem.

4 Metody monitorujici redoxni schopnosti bunék helminta

Metody, které se objevuji v této kapitole, jsou vSechny zalozeny na rozdilnych vlastnostech vychozich
latek a produkti redoxnich reakci. Tento typ reakci je typicky pro d&je probihajici v tramci
energetického metabolismu bunék. Helminti, jejichz Zivotni cyklus probiha vice ¢i méné€ v hypoxickém
az anoxickém prostiedi, musi v8ak vyuzivat pfi vyrobé energie upravené metabolické drahy, aby
kompenzovali pravé nedostatek kysliku jakozto finalniho akceptoru elektront. Existuji v zasad¢ dva
pristupy, které se u helminti objevuji — prvnim je anaerobni glykolyza u schistosom a filarii, pii niz
vznika ethanol nebo laktat. Nasleduje kaskada reakci, ktera kon¢i u systému I elektrontransportniho
tretézce (Tielens, 1994). Druhou formou je malatova dismutace, pii niz z cytosolického malatu, produktu

glykolyzy, vznika v mitochondriich acetat a sukcinat ¢i propionat. Redoxni reakce acetatu se sukcinatem
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¢i propionatem poté regeneruje NADP*. Aby tento systém fungoval, musi existovat molekula, jenz
prenasi elektrony mezi systémem I a Il elektrontransportniho fetézce (Kohler, 1991; Tielens, 1994) .
Nelze ovSem tvrdit, Ze vstupem do hostitele se cely energeticky metabolismus zméni z aerobniho na
anaerobni. Konkrétné¢ u S. mansoni se pomér anaerobniho a aerobniho metabolismu méni béhem
migrace na definitivni misto lokalizace, vzdy se vSak aspon v urc¢ité mife objevuji oba typy. Hraje v tom
roli lokalizace a s ni souvisejici rozdilny obsah O, ¢i glukozy napft. v plicich a v jatrech (van Oordt,

Tielens & van den Bergh, 1988; Tielens, 1994).

4.1 Skupina monotetrazoliovych soli

Monotetrazoliové soli ¢i jejich dimery jsou Casto vyuzivany k zjistovani cytotoxicity xenobiotik
(Berridge, Herst & Tan, 2005). Strukturu téchto sloucenin Ize tedy obecné popsat jako jeden tetrazolovy
kruh substituovany v polohach 2, 3 a 5 tfemi aromatickymi cykly, vétSinou derivaty benzenu (Berridge,
Herst & Tan, 2005). Substituenty na aromatickych kruzich nebo zaména celého fenylderivatu za
thiazolyl pak urcuji rozdilnost vlastnosti konkrétnich slouc¢enin. Pokud jsou substituenty na hlavnim
kruhu nenabité, umoziuje kladny naboj na dusiku 3 celé¢ molekule dobie proniknout CPM — tak je tomu
napi. u MTT substituované na poloze 2 a 5 fenylem, na poloze 3 thiazolylem(Berridge, Herst & Tan,
2005). Oproti tomu jiné soli, napt. XTT, jsou substituovany na pozicich 2 a 3 zaporn¢ nabitym 2-
methoxy-4-nitro-5-sulfofenylem (Berridge, Herst & Tan, 2005). Cela molekula pak dostava zaporny
naboj, k prostupu CPM nedochazi, a tim se zcela méni princip interakce tetrazoliové soli s buiikou (viz
nize).

Zakladnim principem zjisténi viability zkoumané buiky, potazmo helminta, je redukce
tetrazoliové soli a vznik formazanu (Al-araji, Shneine & Ahmed, 2015). Kvuli vySe zminéné
rozmanitosti zpusobené rozdily v chemické struktufe rizné tetrazoliové soli reaguji s rlznymi
redukénimi Cinidly intracelularné nebo extracelularné. Taktéz vzniklé formazany maji odlisnou
rozpustnost ve vod€. Tyto odlisné vlastnosti predurcuji jednotlivé soli k rozdilnym uplatnénim, dale
vsak budou s ohledem na téma prace uvedeny pouze slouceniny pouzité u helminti.

Tvorbu formazanil Ize pozorovat jak in situ ve tkanich parazita, tak spektrofotometricky v médiu.
Pokud formazany vznikaji, je jasné, ze elektrontrasportni fetézec funguje a butika neni mrtva. Vyhodou
je kvantitativnost metody, tedy pfima umérnost mezi mnozstvim vzniklého formazanu a poctem jedinct,
u nichz je viabilita zjiStovana. Z koncentrace formazanu stejné velké kontrolni populace tedy miizeme

pomeérove zjistit snizeni viability experimentalni populace (Mosmann, 1983; Comley et al., 1989).

Prvni generace tetrazoliovych soli

MTT
Prvni test vyuZzivajici MTT byl u helmintd proveden na mikrofilariich a dospélcich 4. viteae a

Brugia pahangi. V prvni fazi experimentu bylo oveéfovano, zda je metoda na filarie aplikovatelna — zda
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dokazi MTT vstiebat a metabolizovat a produkty pro n¢€ nejsou pfilis toxické. I po dlouhé dob¢ inkubace
s tetrazoliovou soli v8ak vzniklé formazany nepiisobily cytotoxicky. Jedinym efektem bylo sniZeni
motility u zkoumanych jedinci, aktivita enzymi energetického fetézce ovsem ovlivnéna nebyla. U fezl
sami¢imi makrofilariemi A. viteae bylo pozorovano nestejnomérné rozlozeni vniklych formazani
v ramci téla. Nejvice jich bylo v hypodermis a svalovych bunkach, nejméné poté v buikach travici a
rozmnozovaci soustavy. Tento fakt ziejmé souvisi s rozdilnou mirou transportu MTT do bun¢k rtiznych
tkani nebo s rozdilnou aktivitou enzymi elektrontransportniho fetézce. Druha faze experimentu poté
sestavala z vystaveni parazitli antifilarikim a sledovani vlivu té€chto latek na viabilitu. Diky rizné mite
zabarveni tkan¢ poté bylo mozné sledovat specifitu G¢inku na jednotlivé organové soustavy. Dilezitym
zjiSténim u experimentl s nedospélymi stadii bylo, Ze pro méfitelné hodnoty absorbance musi zkoumana
populace obsahovat minimaln¢ 1000 mikrofilarii B. pahangi (u pokust s makrofilariemi 4. viteae byla
tteba k dosazeni métitelnych hodnot absorbance za stejnou dobu inkubace jen jedna samice). Jinak se
ale vysledky experimentd shoduji s makrofilariemi. (Comley et al., 1989).

S vyzkumem hlistic souvisi i experiment zaméfeny na miru ovlivnéni viability druhu
Onchocerca gutturosa symbiotickymi bakteriemi rodu Wolbachia (Townson et al., 2006). Autofi se
zabyvaji myslenkou bojovat proti napadeni lidského hostitele nematodem antibiotiky. Metodiku pouziti
MTT vyuzili s drobnymi upravami stejnou jako Comley et al. (1989). Jelikoz vSak intracelularni
bakteridlni symbionti maji gen pro SDH (sukcinat dehydrogenazu) (New England Biolabs, 2005) a
mohly by tedy zasahovat do vysledki MTT eseje, bylo nutno miru jejich ptispévku k energetickému
metabolismu méfit odd€leng. Po pridani G¢innych latek k jedincim O. gutturosa klesl celkovy objem
energetického metabolismu. Kvuli principu vzniku formazand vSak nemtizou byt vysvétleny detaily
vztahu bakterii a hlistic, potazmo ani ptimy divod poklesu viability (Townson et al., 2006). Na
vysvétleni tohoto problému je tedy nutno zvolit metody zjistovani viability zalozené na zcela jinych
principech. Problémem Comleyho metodiky je navic to, ze vysledna koncentrace MTT formazanu
odectena po inkubaci makrofilarii je arteficialni. Je v ni totiz zahrnut i formazan, ktery byl vyroben
mikrofilariemi vylou¢enymi do média makrofilariemi (Mukherjee, Misra & Chatterjee, 1998). Dal§im
divodem, pro¢ mohou byt vysledky této metody nepfesné, miize byt nehomogenni snizeni viability
zkoumaného jedince zapfic¢inéné nehomogenni koncentraci antifilarika v roztoku z diivodu jeho Spatné
rozpustnosti. Vinou rozdilné¢ metabolické aktivity lokalnich tkani (jev oznacCovany jako ,,variabilni
viabilita®) se objevovalo nehomogenni zabarveni helmintti (Comley et al., 1989).

Vliv kurkuminu na viabilitu parazitickych helmintt je dlouhodobé studovanym tématem (EI-
Ansary, Ahmed & Aly, 2007; El-Banhawey et al., 2007). Pii zji§tovani jeho principu ti€¢inku na dospélce
S. mansoni a moznosti jeho piipadného vyuziti jako léc¢iva byla vyuzita (mimo jiné) MTT esej
(Magalhaes et al., 2009; de Paula Aguiar ef al., 2016). K monitorovani zmén viability byl vyuzit tento
piistup pravé proto, Ze vznik formazanu piimo koreluje s Cinnosti mitochondrie (viz vyse) a dle

pozorovani puisobi kurkumin pfedevsim na tuto organelu (de Paula Aguiar et al., 2016).
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Jiny pfistup k MTT eseji spociva v pouhém vizualnim zhodnoceni miry pfemény soli na
formazan ve vajiccich Schistosoma japonicum bez jejich homogenizace a nasledné spektrofotometrie.
Nejvice vyuzivanou metodou byl dosud vizualni odhad viability na zadkladé morfologickych znaki
vajicek. Zde se ovSem projevily notoricky znamé problémy morfologického piistupu k zjistovani
viability (viz vySe). Bylo zkouseno nékolik riznych metod odrazejicich aktivitu riznych enzymut (mezi
jinymi i NBT, viz niZe), pfi¢emz se u vSech zvysila piesnost urceni zivych ¢i mrtvych vaji¢ek oproti
kontrole provadéné na zakladé vyhodnocovani patomorfologickych zmén. Po inkubaci s MTT byla
stanovena Skala intenzity zmény barev (stupn¢ od ,,Zadna barevna zména“ po ,,tmavé fialova“), pomoci
niz byla jednotliva vajicka rozfazovana na stupnici viability (Gu et al., 2017).

Comley et al. (1989) hodnoti MTT esej jako rychlou, vyhodnou s ohledem na produkci
kvantitativnich dat. Jako nevyhodu uvadi prumérné vyssi hodnotu medianu efektivni koncentrace (ECso,
vysvétleno v seznamu zkratek). Zastupci skupiny Filaroidea byli jedini, u nichz bylo mozné vyuzit tuto
esej u dospélct i mikrofilarii. U jinych hlistic (H. contortus, Trichostrongylus colubriformis a
Trichostrongylus aceti) se ukazalo, ze kviili rozdilné struktute kutikuly nemize byt MTT vstiebano a
metabolizovano (Franz, 1988 dle Comley et al., 1989). Odpovéedi by mohlo byt rozmélnéni cerva, nebot’
i materidl z Cerstvé zabitych jedinct dokaze formazany tvofit kvantitativné vzhledem ke své hmotnosti
(Comley et al, 1989), ¢imz mize slouzit k monitorovani ¢innosti enzymli obdobné jako u
radiorespirometrie (kapitola 2.4). Pokud jde jen o zkoumani viability helmintt, je MTT vyuzitelnou
metodou (Strote, Bokhof & Comley, 1993; Hordegen et al., 2006). Je-li vSak obsahem experimentu
vztah mezi bakteriemi Wolbachia a filariemi, neni tato metoda prikazna, nebot’ ukaze jen celkovy
pokles objemu energetického metabolismu bez bliz§ich informaci (Townson et al., 2006). U schistosom
se jevi MTT esej jako spolehlivy, jednoduchy a piesny zplsob zjisténi viability, k némuz neni tfeba
zadného specialniho vybaveni (Gu et al, 2017). Pokud je ale potfeba zjistit komplexné&jsi vliv
slou¢eniny na mitochondrii, je nutno pfistupy kombinovat, nebot’ MTT neni nedostate¢né specifické (de

Paula Aguiar et al., 2016).

NBT

Principem fungovani NBT je monitorovani koncentrace superoxidu, které jej dokazi redukovat
(napt. Bakr, 2016) — takto je monitorovana nepfimo ¢innost enzymi zodpovédnych za boj proti
reaktivnim formam kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species). V piipad¢ detekce superoxidu Ize
koncentraci vzniklého formazanu analyzovat riznymi postupy: Bud’ mikroskopicky (klasické pocitani
bun¢k ztmavlych - naplnénych formazanem), nebo denzitometricky (zména absorbance bun¢k bez
nutnosti rozpusténi formazanu), popfipadé kolorimetricky (solubilizace formazanu organickym
rozpoustédlem) (Hyung et al., 2006).

Klasickd — mikroskopickda — NBT esej ma zna¢né nedostatky; malou citlivost pfi nizkych

koncentracich intracelularniho superoxidu, nekvantitativnost a nizkou piesnost zapfi¢inénou

vyhodnocovanim lidskym okem. Z toho divodu byly vyvinuty i dalsi, uz kvantitativni metody, které
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opé€t pracuji na principu spektrofotometriec (Hyung et al., 2006). Tato metoda byla vyuzita D. de
Auguiarovou et al. (2016) — viz MTT.

Druhé generace tetrazoliovych soli

Hlavni motivaci pro syntézu téchto latek bylo ziskat data o zméné koncentrace formazanu pfimo
ze supernatantu bez nutnosti pridavani rozpoustédla a nemohlo by tedy dojit ke zkresleni
spektrofotometricky ziskanych dat (Sutherland & Learmonth, 1997). Navic se uSetfi cas pfi
vyhodnocovani (odpadd nutnost inkubace s rozpoustédlem) (Roehm et al., 1991). Soli vyuzivané
parazitology pfi zjistovani viability (MTS, XTT) funguji na principu nepiimé detekce superoxid
dismutdz. Pokud funkénost enzymt kles4d (napf. po pfidani inhibitoru), intraceluldrni koncentrace
superoxidu roste (Beauchamp & Fridovich, 1971), a tim roste i koncentrace formazanu — jedna se o

kompetici o substrat mezi tetrazoliovymi solemi a superoxid dismutazami.

XTT

Tato sl byla vyuzita pro zjiStovani medianu efektivni inhibice (ICso, vysvétleno v seznamu
zkratek) pro praziquantel, kurkumin, amfotericin, meflokin, ivermektin a latky JQ1 u schistosomul S.
mansoni. Barevnd  antischistosomika (kurkumin, amfotericin) vSak interferovala pfi
spektrofotometrickém vyhodnocovani koncentrace formazanu (XTT formazan je Zzlutooranzovy
(Comley & Turner, 1990)). I ptes upravu metodiky se ale kiivka popisujici u€innost amfotericinu i
praziquantelu neshodovala s jinak ziskanymi daty (Aguiar et al., 2017). Diivodem snad byla nizka
ucinnost praziquantelu na vybrané stadium parazita, jak bylo dokazéano i v jinych pracich (Panic et al.,
2015). Kvuli své barevnosti vSak XTT nebylo vhodnym kandidatem pro vyzkum vlivu kurkuminu a
presnosti vysledkt ziskanych touto metodou se nezaradilo ani jako nejvhodnéjsi metoda pro zjistovani
viability schistosomul S. mansoni.

Obdobn¢ lze XTT vyuzit i u stanovovani viability jednotlivych dospélych samic 4. viteae.
Problém predstavovala volba prechodného akceptoru elektrond, nebot’ jednotlivé slouc¢eniny neptizniveé
ovliviiovaly zkoumané jedince (Comley & Turner, 1990). Ustanoveni metodiky XTT eseje pro hlistice
otevielo dvefe dalsim pokustim. Vyzkum zvyS$eni homogenity populace O. volvulus pro dalsi kultivaci
vyuzil XTT spolecné s mikroskopicky klasifikovanou motilitou a pozorovanim hladin vyluc¢ovaného
laktatu. Prokazalo se, Ze metody zjist'ujici viabilitu ji samy neovliviiovaly, ovSem i tak dochazelo
k samovolnému, byt pomalému poklesu viability a motility béhem kultivace (Strote, Bokhof & Comley,
1993).

XTT esej standardizovana P. H. N. Aguiarem je popisovana jako pfesna, s reprodukovatelnymi
vysledky, coz neni zcela standartni stav u jinych metod (Aguiar et al., 2017; Braun et al., 2020). Rovnéz
byla pozorovana niz§i toxickd zatéz na zkoumané helminty — XTT lze tedy oznaCit za supravitalni
barvivo (barveni lze se stejnymi jednici konat nékolikrat), i kdyz po n€kolikatém opakovani dochazi
k malému snizeni viability. Nevyhodou je nutnost naprosté piesnosti v poctu jednotek paraziti, kteti

budou s ¢inidlem inkubovani, jinak se vysledky budou markantné lisit. Dalsi nevyhodou je dlouha doba
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inkubace, s ¢imZ ma co doCinéni pomaly metabolismus vybraného stadia S. mansoni, a nelze ji tedy
dal$imi Gipravami metodiky nijak vyrazn¢ zmensit. Z obdobného ptivodu byla hladina ICso praziquantelu

pro schistosomula nesignifikantni (Aguiar et al., 2017).

MTS

Ugelem studie hlistic D. immitis bylo ustanoveni nejvhodngjsi eseje pro uréovani odolnosti
jednotlivych kment paraziti. Vzniklo totiz nékolik lok4lnich forem se zvySenou odolnosti
k makrocyklickym laktonim. Kritérii hledané idedlni metody urceni viability byla nizk4 ndrocnost na
¢as a vybaveni, cena, piesnost, a moznost rozliSeni odolnosti jednotlivych kmeni hlistic. Mezi mnoha
jinymi metodami (viz vySe i nize) se vyskytla i MTS esej. Hodnoty ECso se vS8ak ménily v zavislosti na
mnozstvi ptidaného 1é¢iva. Zaroven nebylo mozné rozlisit jednotlivé kmeny podle vysledki eseje bez
pridani 1éciva. MTS esej byla tedy oznacena jako nevyhovujici (Jesudoss Chelladurai et al., 2020).

Jako indikator viability monitoruji tetrazoliové soli miru funkCnosti enzymi spojenych
s dychacim fetézcem nebo redukci kyslikového stresu buiiky. Jelikoz vSak i buiiky hostitele maji stejné
¢i velmi podobné mechanismy, neni mozné pouzivat tyto eseje in vivo. Tim jsou pak ovSem vysledky
vyzkumi sledujicich ucinky 1é¢iv limitovany, nebot’ z té€chto testli neni znam napf. Gcinek latky na
hostitele, jeji biotransformace hostitelovym metabolismem apod. Jinak ale piedstavuji spolehlivou

metodu pro in vitro vyuZiti.

4.2 Resazurin (Presto blue)

Resazurin (AB, z angl. alamar blue) je derivatem fenoxazinu. Dusik na pozici 10 s navazanym
kyslikem mtize byt enzymaticky redukovan, pti¢emz vznika resorufin (7-hydroxy-3H-fenoxazin-3-on)
kvantitativné vzhledem k hmotnosti zkoumané tkan¢€. Produkt reakce ma vyssi optickou denzitu a jiné
absorpéni spektrum svétla nez vychozi latka, ¢ehoz se vyuziva pfi vyhodnocovani eseje pomoci
fluorometrie nebo spektrofotometrie (DeBaun & de Stevens, 1951).

K zjistovani vlivu sloucenin z databaze WHO-TDR (Aguero et al, 2018) na viabilitu
schistosomul S. mansoni bylo pouzito AB eseje v kombinaci s pozorovanim patomorfologickych zmén
pro snizeni chybovosti. V prvnim kroku experimentu byla schistosomula vystavena jiz pouzivanym
1éciviim, aby se prokdzala pfesnost a vyuZzitelnost AB eseje — ta se ukazala jako pfesnd ve stanovovani
jiz znadmych ECso, a proto bylo ptikroc¢eno k dal§imu kroku: Byly zkoumény slouc¢eniny z vySe zminéné
databaze; jak ty s jiz dfive potvrzenou u€innosti proti dospélcim S. mansoni, tak i ndhodné vybrané, bez
prokézané ucinnosti, které slouzily jako negativni kontrola. Touto praci bylo potvrzeno, Ze vSechny
latky ti€inkujici na dospélce snizovaly i viabilitu schistosomul. AB esej umoznila spolehlivé urcit vazné
poskozené ¢i mrtvé jedince, u mén¢€ poskozenych schistosomul vSak nastal problém. JelikoZz autofi urcili
ucinnou latkou kazdou, ktera po tfidenni inkubaci inhibovala vice nez 25% redukce resazurinu, byl
v tomto experimentu za neucinny povazovan i praziquantel, ktery je bézné uzZivany pii 1é¢be
schistosomoézy. Proto metoda redukce resazurinu neni vhodna pro urovani viability schistosomul bez

kombinace s dalSimi metodami. Pfi jejim vyuziti jakozto kontrolni metody je ovSem jeji vyhoda (oproti
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napi. formazaniim 1. generace) nizka toxicka zatéZ na zkoumané jedince (Mansour & Bickle, 2010).
Dalsi prace potvrdila vyuzitelnost metody i u S. haematobium. Limitaci metody byl maximalni pocet
schistosomul v jedné nadob¢ — pti vyssim poctu jedincti intenzita fluorescence klesala, dochazelo ziejmé
k tvorb¢ shlukll a vzajemnému stinéni (Marxer, Ingram & Keiser, 2012).

U hlistic druhu Trichuris trichiura byla nutnost pfijmout novou metodiku in vitro testu viability,
nebot’ mikroskopicky pozorované zmény morfologie a/nebo motility si s sebou nesou nevyhody
zminéné vyse. Proto bylo s pouzitim ucinnych latek se znamou ucinnou koncentraci (ivermektin,
levamisol, nitazoxanid) vyzkouseno né€kolik metod stanovovani viability se smiSenymi Gspéchy. U AB
eseje byla vyzdvihovana jednoduchost provedeni, nizkd cena a malé naroky na vybaveni pro
vyhodnoceni vysledki, jakozto i korelace s vysledky méteni motility. Oproti tomu bylo zcela odsouzeno
vyuziti MTT. Naméfené hodnoty naprosto neodpovidaly hodnotam ICsy ziskanym pomoci AB eseje,
navic pfi vyhodnocovani dochazelo k problémim s interferencemi pozadi (Silbereisen, Tritten &
Keiser, 2011).

Vyuziti resazurinu se ukazalo jako rychld a pfesnd metoda pii urovani velmi poSkozenych
jedincti, zatimco u exemplarti s vy$si viabilitou nebyl dostatecné presny. Divodem muze byt to, ze
resorufin neni pln€ redukovanou formou resazurinu. Ta se totiz nazyva (di)hydroresorufin (3,7-
dihydroxyfenoxazin), je bezbarva a tedy nedetekovatelna fluoro- ani spektrofotometrii pfi nastaveni
pristrojii na detekcei resorufinu. Jestlize reakce resazurinu probiha v nadbytku elektront — tedy v ptipade,
pokud redukéni potencial bunék jedince je jesté vysoky a zkoumany jedinec neni tedy tolik poskozeny,
vznika az tento koncovy produkt. Tato reakce je sice reverzibilni, ovSem i tak by mohlo dochazet
k faleSnému snizovani koncentrace monitorovaného resorufinu, a tim padem i ke zkreslovani vysledkt

(O’Brien et al., 2000).

4.3 Methylenova modft

Methylenova modi (MB, z angl. methylene blue) je derivatem fenothiazinu. Stejné¢ jako u
resazurinu dochazi v reduk¢énim prostiedi k zaniku dvojné vazby u dusiku 10 a vzniku redukované leuko
formy (3,7-bis(dimethylamino)-fenothiazin). Ta je na rozdil od vychozi latky bezbarva. Pokud si tedy
buiikky pozorovaného jedince zachovaly moznost redukce, bude cely organismus po urcité dobé
bezbarvy (Ehrlich, 1885). Vyhodnocovani samotné viability pak probihad vizualnim zatazenim jednice
do prislusné kategorie podle stupné odbarveni - obdobn¢ jako napf. u vyhodnocovani motility.

Prubéh migrace schistosomuly S. mansoni sav¢i kuzi a odpovédi napadeného organismu se
provadélo za pomoci MB eseje. Nekolik minut po infekei byla z klize nakazenych mysi extrahovéana
schistosomula a jejich viabilita byla vyhodnocovana pozorovénim jejich barveni. Ackoliv bylo
odbarveni bun¢k vysvétleno jakozto redukce vychozi latky na bezbarvy produkt (Ehrlich, 1885),
vyzkumnici se domnivali, Ze jde o aktivni vypuzovani barevné latky mimo télo (tento vyklad pretrval
pomérné dlouho (Gold, 1997) a dostal se i mimo vyzkum schistosom (Fabbri & Elissondo, 2019). I ptes

nespravnou interpretaci vSak bylo dosazeno kyzenych vysledkti — vznikla skala od vyrazné modrych po
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zcela odbarvena schistosomula. Hodnoceni viability roziazovalo jednotliva schistosomula vsak jen do
dvou kategorii — ziva ¢i mrtva. Toto neni ideélni, nebot’ mezi mrtvé byla zatfazena i ta s nenulovou, i
kdyz nizsi viabilitou autory oznaCovana jako ,,moribund stages* — na prahu smrti. Toto se nepochybn¢
odrazilo na vysledcich experimentu ve zvySeni dillezitosti kiize jakozto bariéry pro prinik infek¢nich
stadii (Clegg & Smithers, 1968).

Oxid dusnaty a peroxynitrit jsou molekuly s prokdzanym antimikrobidlnim G¢inkem (Brasil ef al.,
2017), rovnéz byl prokazan i jejich i¢inek na S. mansoni (Fouad Ahmed et al., 1997). K prokazani jeho
vlivu na ptaci schistosomula 7. regenti bylo vyuzito mimo jinych metod (sledovani zmén koncentrace
laktatu, patologické zmény na povrchu schistosomul - viz vySe) byla vyuzita i MB esej. Po piidani latek
spontanné uvoliyjich vySe zminéné mikromolekuly byl zjistovany jejich ucinky na viabilitu
schistosomul in vitro. Ty byly pozdé&ji porovnavany s daty ziskanymi z in vivo experimentti. (Machacek
et al., 2020). Kvili zvolené metod¢ mohly opét vznikat artefakty vinou nutnosti vizudlniho
vyhodnocovani vysledki. Schistosomula byla rozdé€lena do dvou kategorii — prokazatelné mrtva (tmave
modra s vyraznymi patologickymi zménami) a prokazatelné ziva (neobarvend s vysokou motilitou).
Kombinace s dal§imi, vySe uvedenymi metodami napomohla objektivnimu zhodnoceni realného stavu
schistosomula.

In vitro vyvoj protoskolexti v dospélce tasemnice E. granulosus byl optimalizovan za pfispéni
MB eseje. Konkrétné byla zjistovana prudkost poklesu viability v riznych médiich za rtiznych teplot.
Jako referencni parametry pak slouzil pohyb plaménkovych bunék protonefridii (viz vyse), svalové
stahy, integrita celého téla a barveni za pomoci MB. Jako nejvérohodné&jsi metoda bylo vyhodnoceno
pozorovani plaménkovych bun€k, nebot’ pii barveni MB dochazelo ke zbarveni skolexu bez vétSich
patologickych zmén az n€kolik dni po ukonceni pohybu v protonefridiich (Casado, Rodriguez-Caabeiro
& Hernandez, 1986). Na vin¢ by mohla byt neprostupnost a odolnost tegumentu na povrchu vyvojovych
stadii tasemnic, takze bez mechanického poskozeni se vychozi latka nedostala dovnitf.

Pti vyzkumu vlivu druhu mezihostitele na vyvoj skolexi v cystach tasemnice E. granulosus byla
pouzita rovnéz MB. Dtivéjsi piistup, tedy krmeni definitivniho hostitele (psa) nakazenymi mezihostiteli
a sledovani vyvoje v dospélce mélo fadu nevyhod — dlouhotrvajici pitva definitivniho hostitele, nutnost
zcela pecliveé prohlédnout stievo a moznost kontaktu s infekénimi vajicky. Oproti tomu se vyuziti MB
eseje osveédcCilo jakozto velmi bezpecnd, jednoduchd a rychla metoda stanovovani viability skolext
(Elowni et al., 2019). Pii tomto pfistupu vSak neni mozné zhodnotit, zda skolexy vskutku dospéji
v tasemnice, nebot’ zivotaschopnost neznamena zarucené dokonceni zivotniho cyklu.

MB esej byla s ispéchem vyuzita i u druhu Trichuris spiralis. Ovéteni funkénosti metody bylo
provedeno pouze pomoci extrémné vysokych a nizkych teplot v kontrastu s klasickou metodou
uchovavani in vitro kultury (Randazzo & Costamagna, 2010). Sofistikovanéjsi ptistup kombinujici
nékolik metod vyhodnocujicich viabilitu byl zaméfen na vystaveni svaloviny s larvami teplotam
odpovidajicim lidské pfipravé pokrmu. Infektivita poté byla zjiStovana kombinaci MB eseje, zmén

morfologie (patologické narovnani larev) a efektivitou pokusnych infekci mySi podavanim nakazené
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svaloviny. MB se ovSem neosvédcila, nebot’ i zcela obarvené a tedy zdanlivé mrtvé larvy byly stale
infek¢ni. Daleko presnéjsim ukazatelem byla mira stoceni, kterou si larvy zachovaly (Franssen et al.,
2021). Pri¢inou neptesnosti mize byt ponc¢kud delsi doba inkubace s barvivem.

Jednim z modelovych organismtli pro studium skupiny Cestoda je i tasemnice M. vogae. Pro
ur¢ovani viability metacestodti bylo vyuZzito né€kolik riznych metod, které byly nachylné k chybé
zapric¢inéné lidskym faktorem. Tato moznost by méla byt minimalizovana pouZzitim n€kolika riznych
barviv, jejichz mechanismus se navzajem liSil. Jednim z piistupi byla i MB esej. Jako jeji hlavni
nevyhoda byla zména vysledku v zavislosti na délce inkubace. Dalsi nevyhodou bylo vymyvani barviva
pti delsim kontaktu s rozpoustédlem (Fabbri & Elissondo, 2019).

Specifikou této metody je nutnost velice kratké inkubace zkoumanych helmintd v ptitomnosti
barviva, nebot’ pfi del$i dobé byly pozorovany falesné pozitivni vysledky cisté z divodu vycerpani
redoxnich schopnosti bun¢k — cely organismus posléze vykazoval nizsi viabilitu, nez tomu tak bylo ve
skutecnosti (Elowni et al., 2019; Fabbri & Elissondo, 2019). U nékterych praci byla tato doba dodrzena
(Machacek et al., 2020), u jinych dochazelo k nékolikandsobnému piekroceni inkubacni doby
s nevyhnutelnymi nasledky v podob¢ vzniku arteficidlnich vysledkd (Li Hsii et al., 1977).

5 Metody interagujici s nukleovymi kyselinami v buiikach helminta

5.1 Derivaty fenanthridinu (ethidium bromid, propidium jodid)

Ethidium bromid (EtBr) a PI se vazi na dvouSroubovice nukleové kyseliny bez ohledu na
sekvenci. Jedna se o tzv. interkala¢ni latky, nebot’ molekuly barviva se vmezefuji mezi jednotlivé baze.
Tam jsou udrZzovany elektrostatickymi silami vznikajicimi mezi aminoskupinami EtBr ¢i PI a kysliky
ve fosfatech nukleové kyseliny (NK) (viz
obr. 1). Dalsim aspektem vkladani latky
do dvousroubovice jsou 1 patrové
interakce (,,stacking interactions*) mezi
aromatickou kostrou a bazemi, kterymi je
barvivo udrzovano na misté (Waring,
1965; Jain & Sobell, 1984).

Ob¢ latky neprostupuji intaktni
CPM, jelikoz jsou v roztoku

disociovany. Obarvi tedy NK bun¢k,
které jsou po smrti a jimz byla CPM Obrazek 1. Interkalace ethidium bromidu (barevné) do dvousroubovice

porusena. Proto je vyhodné kombinovat nukleové kyseliny (sede). Zvyraznény (“/11¢) jsou slabé vazebné interakce

. . VR P mezi —NH> ethidium bromidu a kysliky na kostre nukleové kyseliny.
s metodami, které zvyraziwuji = Zivé ? hysliky kyseliny

.. . L. , Vizualizace v programu PyMOL dle krystalografickych dat S.C. Jaina a
jedince, aby tak bylo dosazeno vzajemné

vvvvvv

kontroly — pfikladem je FDA/PI esej
Sobell, 1984).
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(diacetyl fluorescein/propidium jodid). Vysledky jsou zjistovany pomoci méfeni fluorescence barviva,

24

Ethidium bromid a jeho derivdty

Spole¢n¢ s nékolika dalsimi fluorescencnimi metodami (jako napt. PI, viz nize) byl pro
zjistovani viability schostosomul S. mansoni vyuzit i EtBr. U mrtvych jedincti ve zkoumané skupiné
dochézelo k obarvovani jader, zatimco u zZivych se fluorescence objevovala jen v tegumentu pfi zvyseni
koncentrace EtBr (Van Der Linden & Deelder, 1984). To muze byt disledkem ptitahovani kationti
zapornym nabojem iontli v bunice pfes CPM, k vlastnimu pfekonani membrany vSak nedochézi.
V priabéhu nékolika hodin od ukonceni barveni se zacal snizovat rozdil fluorescence pozadi a
nabarveného jedince. Na viné mtize byt difuze obarvenych molekul NK do okolniho prostredi. Kviili
tomuto nedostatku nebyl EtBr pii tomto pokusu dale vyuzivan (Van Der Linden & Deelder, 1984).
S podobnym jevem se vSak u dalSich experimentii nesetkali (Peak, Chalmers & Hoffmann, 2010) — na
vin€é mize byt napt. pouziti odliSného rozpoustédla.

Latka odvozena od EtBr (pfesnéji ,,ethidium homodimer-1%, odtud EtHMI1) byla spolecné
s kalcein acetoxymethylesterem (CAM) v ramci sady LIVE/DEAD® vyuzita pti hledani novych pfistupt
k zjistovani viability L1 larev druhu Trichuris muris. Cilem bylo posouzeni uU¢innosti novych
potencialnich 1éCiv jakozto i nalezeni nové metody pro urCovani viability — rychlejsi, pfesnéjsi a
jednodussi nez monitorovani motility a morfologickych zmén (Wimmersberger, Tritten & Keiser,
2013). Jelikoz byl dokazan pozitivni vliv bakterialni mikroflory na ontogenezi 7. muris (Hayes et al.,
2010), byla vajicka inkubovana spolu s kolonii bakterie E. coli. Po vylihnuti takto odchovanych L1 larev
byla posléze nastavena hranice 100% viability, dle které byly hodnoceny vysledky vlivu 1é¢iv na dalsi
skupiny. EtHM1/CAM esej vSak neposkytla dostatecné presveéd¢ivé vysledky. Jednim z problémi byla
prave pritomnost bakterie . coli. Jimi zpiisobena fluorescence na pozadi byla ptili§ vysoka. Problém se
do jisté miry podaftilo odstranit pfidanim antibiotik po vylihnuti larev, ale ani pak nekorelovaly hodnoty
fluorescence s hodnotou viability ur¢enou morfologickym pozorovanim. Na viné mize mtzou byt
rozdily mezi bufikami savct, pro jejichZ vyzkum je LIVE/DEAD® esej uréena, a buitkami helmint.
Ostatni metody navrzené jako alternativa - vyuziti Resazurinu a pozorovani inhibice pfijmu potravy
(oboji viz vyse) rovnéz nevykazaly dostatecnou presnost pii experimentech. (Wimmersberger, Tritten
& Keiser, 2013). Moznym feSenim pro vyzkum 7. muris by mohlo byt napf. ovéfeni redukcnich
schopnosti homogenatu z jedincii — tento zptisob byl jiz ovéfen u jinych parazitickych hlistic (Comley

& Rees, 1989).

Propidium jodid

PI byl vyuzit pfi stanovovani vlivu desinfekce vnéjsiho obalu vajicek T. muris roztokem
kyseliny chlorné na jejich zivotnost (Kopper & Mansfield, 2010). Vajicka urcena pro vyzkum interakce
téchto helmintt se sttevni mikroflorou definitivniho hostitele na sob¢ totiz ¢astou nesou zarodky bakterii

a mikroskopickych hub, se kterymi ptisla do kontaktu ve vykalech ptedchoziho hostitele. Ty by vyrazné
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ovlivnily dalsi analyzy, a proto bylo nutné odstranit tyto mikroorganismy a pfitom neohrozit larvu
vyvijejici se uvnitf. Viabilita vajiek je rovnéz dilezitym faktorem pro stanoveni presné infekéni davky
— pouhou kontrolou morfologickych znak nelze eliminovat skupinu mrtvych larev, které ale ve vajicku
jesté nejevi znamky rozkladu. V disledku toho neni mozné urcit presny pocet zivotaschopnych jedinca
podanych hostiteli. Tento udaj se dal zjistit pouze zpétné, a to pitvou po dokonceni vyvoje larev po 32
dnech od infekce. Znacenim vajicek pomoci PI, ktery obarvil vajicka s mrtvymi larvami, bylo dosazeno
ovSem nastal, kdyz byl pouzit jako jediné kritérium odhadu viability bez pfedchozi desinfekce vajicek.
Morfologicky mrtva vajicka barvivo nepfijimala, zatimco u Zivych byla obarvena vrchni vrstva (Kopper
& Mansfield, 2010). Divodem obarveni mohou byt kolonie bakterii a hub, které¢ byly usmrceny
kyselinou chlornou a obarveny.

Ve snaze najit rychlejsi a presnéjsi metodu nez morfologické urovani viability u schistosomul
S. mansoni byl proveden test s vyuzitim FDA/PI eseje, kterou zde autofi nazvali ,,Helminth Fluorescence
Bioassay - HFB®“. Jak jiz bylo uvedeno vySe, principem je kombinované pozorovani intenzity
fluorescence obou latek a z jejiho poméru vyvozovani viability daného jedince. Méfenim presné
intenzity zafeni v jednotlivych jamkach bylo dosazeno vzrustu fluorescence odpovidajiciho mnozstvi
jedinct. Zéaroven bylo ale mozno pozorovat barvu jednotlivych populaci bunék v ramci jednoho jedince,
coz mize byt vyhodou napf. pfi pozorovani tkanové specifity pouzitého anthelmintika. K otestovani
funkénosti metody slouzil pokus s vybranymi ucinnymi latkami, které maji prokazatelny vliv na
viabilitu, aktivitu a patomorfologické zmény schistosomul. Dale byly testovany latky, u kterych se
predpokladal urcity efekt, jenz ale nebyl dosud prokdzan. Jako kontrolni metoda méla slouzit
mikroskopicka analyza morfologie a motility. Diky moznosti vyuziti 384jamkové desticky pro méteni
fluorescence je metoda velmi vhodna i pro vysokokapacitni testovani (Peak, Chalmers & Hoffmann,
2010). FDA/PI esej se tedy plné osvédcila.

Zjistovani viability sledovanim a porovnavanim intenzity fluorescence obou latek bylo rovnéz
vyuzito pti sledovani vlivu puromycinu na sporocysty a schistosomula S. mansoni. Genetickou
manipulaci s pomoci modifikovanych virli byl do genetické informace pienesen gen puroR, jenz koduje
protein zodpovédny za zvy$enou odolnost vii¢i puromycinu (Angel Rubio et al., 2004). Rozdilna letalni
davka (LDso, vysvétleno v seznamu zkratek) pro puromycin u stejnych vyvojovych stadii, neupravenych
a transgennich, urcuje uspéch pokusu (Yan et al., 2018).

Stanovovani viability u tetrathyridii tasemnice M. vogae probihalo hlavné vyhodnocovanim
postmortalnich zmén morfologie ¢i zmén motility, coZ s sebou neslo jiz mnohokrat zminéné nevyhody.
Za cilem najit nejvhodnéjsi, rychlou, jednoduchou a objektivni metodu uréovani viability byla testovana
1 FDA/PI esej. Tetrathyridia byla inkubovana s thymolem, ktery ma vliv na jejich morfologii (Maggiore
& Elissondo, 2014). Barveni pomoci FDA/PI bylo piesné a rychlé, na rozdil od MB se vysledky po

urcité dobé inkubace neménily, ovSem kvili aspektu mutagenity a nakladnému vybaveni pro pozorovani
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nakonec nebyl tento pfistup zvolen jako nejvhodnéjsi pro danou situaci a jako nejvhodné&jsi metoda bylo
zvoleno barveni pomoci EO (Fabbri & Elissondo, 2019).

Hlavni nevyhodou je fakt, ze derivaty fenanthridinu jsou povazovany za mutageny, nebot’ jejich
navazani meéni sekundarni strukturu dvousroubovice NK (Wang, 1974). Tim padem se i ne zcela
mrtvému jedinci, ktery byl ovSem do jisté miry obarven, mohla uméle snizit viabilita jesté vice, zejména

pii dlouhodobéjsim pisobeni.

5.2 DAPI

DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) je obdobné jako derivaty fenanthridinu interkalacni latkou
tvorici komplex s dvousroubovicemi nukleovych kyselin (Kapuscinski & Szer, 1979; Manzini et al.,
1985), na rozdil od vys$e zminénych latek je vSak pro fungovani metody nutnost vazby na pary A-T a A-
U, popripadé¢ I-C. Pokud se v sekvenci objevuji C-G pary, DAPI utvofi jiny druh vazby, pfi niZ neni
posilena fluorescence (Kapuscinski & Szer, 1979). Jelikoz je do bungk s intaktni CPM transportovana
jen malo, pfi niz§ich koncentracich barvi pfednostné mrtvé buniky, jejichz CPM byla porusena.

Jako jediné vyhovujici fluorescencni barvivo pro odliseni zivych schistosomul S. mansoni od
mrtvych bylo pouzito pravé DAPI, nebot’ na rozdil od ostatnich (napt. EtBr) nedochazelo s postupem
¢asu k uniku barviva mimo zkoumaného jedince. Rovnéz byla zaznamenana vysokd mira specifity ve
smyslu obarvovani pouze mrtvych bunék, a to i po velice dlouhé inkubacni dobé (48 h), ackoliv zivi
jedinci i po této dobé zlistali neobarveni. Dikazem selektivity je i pokus s umélym lokalnim poranénim
schistosomula, ptfi némz byly poruSené tkané obarveny, zatimco neporusené ne (Van Der Linden &
Deelder, 1984).

DAPI je Siroce pouzivanym barvivem vyuzivanym v napt. bunécné biologii pii zvyraznovani
jader fixovanych bunék. Vyhodou je jeho dostupnost, funk¢énost pfi nizkych koncentracich a nizka
toxicita. Je az s podivem, Ze jeho vyuziti coby ukazatele viability neni Sirsi, i kdyZ se nepodatilo objevit
mozna uskali vyuziti této metody a pii helmintologickych vyzkumech s jinym zamétenim se prokazala

jeji vyuzitelnost i u embryi rodu Ascaris (Davis et al., 1999).

5.3 Hoechstova barviva

Do této skupiny patii nékolik strukturné podobnych latek rozliSovanych pomoci identifika¢nich
¢isel. V helmintologii se uplatiuji dvé z nich: Hoechst 33258 (H258) a Hoechst 33342 (H342). Obé tyto
latky funguji jako fluorescencni barviva s afinitou k dvousroubovice NK — vazi se do malého Zlabku
v oblastech bohatych na A-T pary (Portugal & Waring, 1988; Bazhulina et al., 2009).

Jednou z molekul poskozovanou ROS je i DNA — proto byl pfi zjisStovani viability u dospélci
druhu Hymenolepis diminuta jako jedna z metod pouzit i H258 (z dalSich metod lze jmenovat MTT
spojené s funkci mitochondrii, NBT jako metodu monitorujici aktivitu SOD, akridinovou oranz aj.).
Dospélci ziskani ex vivo z potkanli byli vystaveni vlivu vytazkl z n€kolika rostlin rodu Senna (Roy et

al., 2020), u nichz byly jiz dfive prokdzany antimikrobidlni (Perumal Samy & Ignacimuthu, 2000) a
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pti inkubaci jak s témito vytazky, tak i s jiz vyuzivanymi lé¢ivy — konkrétné praziquantelem. Oproti
kontrolni skupiné tasemnic, které¢ byly inkubovany pouze v médiu bez ucinnych latek, bylo mozno
pozorovat patologické zmény v podob¢ kondenzovaného chromatinu a deformovanych jader, které byly
rovnéz obarveny H258. I vysledky ziskané ostatnimi metodami potvrzovaly, Ze tinktury z rostlin rodu
Senna maji schopnost vyvolavat oxidativni stres a vnich obsazené uUCinné latky mlzou byt
potencionalnimi 1é¢ivy proti tasemnicim tohoto druhu (Roy et al., 2020). Vzhledem k tomu, Zze vyzkum
nebyl zatim provadén in vivo, je otazka opravdové vyuzitelnosti téchto latek nezodpovézena (nehledé
k neznalosti jejich pfesné struktury a tim padem nemoznosti ptipadné umélé syntézy). H258 v tomto
experimentu vSak fungoval bez nejmensich problémd, i kdyz byl pfi jejim vyuzivani pouzit protokol
k H342 — jadra obarvil spolehlivé.

Jako nevitdlni barvivo byl H258 pouzit i pfi stanovovani viability vajec S. haematobium.
Z pohledu ptesnosti ur€ovani stavu jednotlivych vaji¢ek byl H258 shledan jako jednoznacné nejlepsi
metoda. Dokazal totiz rozliSit mrtva vajicka, ktera byla ale na zdklad¢ morfologického ohledani
shlednana mrtvymi — jako kontrola slouzilo pozorovani poctu vylihnutych vaji¢ek. Oproti ostatnim
metodam byla rovnéz pozorovana vyssi spolehlivost — napt. jako dal$i nevitalni barvivo byla vyuzita
napt. akridinova oranz (AQO), kterd ovSem nedokdzala obarvovat mrtva embrya ve vajiccich. Vitalni
barviva (TB, NR) byla také shledana jako nevyhovujici z divodu neselektivniho obarveni v§ech vajicek
—jak zivych, tak mrtvych (A. K. Sarvel ef al., 2006).

Pti sledovani vlivu komplementu na viabilitu cerkarii S. mansoni bylo kromé detekce MAC (z
angl. membrane attack complex) a transportérd glukoézy na vnéjsi strané tegumentu pomoci
imunologického barveni pouzito i barveni jader pomoci H258. Toto barvivo bylo jiz pouZito jako dikaz
poskozeni tegumentu u schistosomul (Jones, Helm & Kusel, 1988; Farias et al., 2013) i dospélct (Jones,
Helm & Kusel, 1988) S. mansoni. Jeho vyuzitelnost pii nepiimé kontrole poskozeni tegumentu méla byt
tedy ovefena i u téchto vyvojovych stadii. U cerkarii fungoval H258 jako nevitalni barvivo — pouze
jedinci s poSkozenym tegumentem byli obarveni. Pfi inkubaci s komplementem po dobu dvou hodin
nebyla ovSem obarvena cela jejich téla, ale pouze anteriorni ¢asti. Na nichz byly i detekovany molekuly
C9 — to je zpusobeno pritomnosti enzymi z acetabularnich zlaz, které komplement aktivuji. U kontrolni
skupiny inkubované s tepeln¢ inaktivovanym komplementem se fluorescence objevovala jen na predélu
ocasku a téla, coz souvisi s pfirozenym odvrhovanim océasku pii transformaci cerkarie na
schistosomulum. Dalsi ¢asti pokusu bylo zjisténi doby pisobeni komplementu, ktera je nutna pro
kompletni zabiti cerkarii — po 18 hodinach inkubace byl sice komplement detekovan po celém povrchu
téla, ovSem barveni H258 nepotvrdilo vliv této skutecnosti na viabilitu cerkarii - az po Sesti dnech po
inkubaci zaCala viabilita vyraznéji klesat. Komplement taktéz nemél zasadni vliv na zménu povrchového
glykokalyxu, coz je dilezity moment v pfemené na schistosomulum (Da’dara & Krautz-Peterson, 2014).

Jelikoz zde byla metoda vyuzita pouze jako zobrazovaci a nikoliv kvantitativni, fungovala ptfesné.
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Odlisny piistup k vyhodnocovani viability cerkarii pomoci barveni pomoci H258 byl zvolen
v nasledujicim experimentu. Vysledky byly tentokrat kontrolovany nejen vizualné, ale i pomoci
fluorofotometrie. Bylo zjisténo, Ze kvantitativnich vysledkd (linearniho vzriistu intenzity svétla
v zavislosti na poc¢tu cerkarii) dosahuje metoda az od nékolika desitek jedinct v nadobce (na rozdil od
FDA, jehoz vysledky byly v tomto ohledu lepsi) (Braun et al., 2020). Proto je H258 vhodné&jsi pouze
pro experimenty tohoto typu, které jsou dimenzovany na vyssi pocty jedinct.

Vliv polykationnich peptidi na viabilitu schistosomul S. mansoni a variabilita odolnosti viici
témto latkam byla zkoumana s pomoci H258 a SAF (viz vyse). V téle hostitele totiz bojuji se t€émito
vyvojovymi stadii eozinofily za pomoci degranulace vackli obsahujicich peptidy s kladnym nébojem
(Butterworth, 1985). Jako modelovy polykationt ke sledovani rozdili mezi nachylnosti vyvojovych
stadii k tomuto jevu a principem poskozovani schistosom poslouzil poly-L-lysin. SAF byl vyuzivan
k monitorovani pfijmu lipidd do CPM (mechanismus viz vyse), H258 zde Gspesné zastaval funkei hlavni
metody zjiStovani viability jakozto nevitalni barvivo (Jones, Helm & Kusel, 1988).

H258 bylo vyuzito jako pfidruzena metoda monitorovani viability oocytl, mikrofilarii a
dospélct Setaria cervi a mikrofilarii Wuchereria bancrofti. U téchto subjekti byl zkouman vliv a
mechanismus t¢inku ursolové kyseliny, extraktu z rostliny Nyctanthes arbor-tristis. Samotné uréovani
viability sestavalo z nékolika metod — redukce MTT, monitorovani funkénosti SOD pomoci NBT ( oboji
viz vySe) a H258 bylo vyuzito pro kontrolu patomorfologickych zmén jader a chromatinu. Daty
ziskanymi pomoci téchto metod bylo zjisténo, ze filaricidni ucinky této latky spocivaji v indukci
apoptdzy vlivem vzniku ROS (Saini ef al., 2014) H258 byl v tomto experimentu vyuzit obdobn¢ jako u
tasemnice H. diminuta (Roy et al., 2020) ¢i vyzkumu apoptdzy a oxidacniho stresu zplsobeného
albendazolem u dospélcti a mikrofilarii S. cervi (Nayak et al., 2012). Obdobng, tedy jako latku
monitorujici zmény chromatinu a a morfologie jadra, byl vyuzit i H342 u vyzkumu vlivu extraktu
z rostliny Curcuma zedoaria na parazitické hlistice Settaria digitata — opét byl zvolen ptistup kombinace
mnoha metod spojenych s monitorovanim ¢innosti ROS v jedinci inkubovaném s u€innou latkou
(Senathilake et al., 2016).

H258 i H342 se ukazaly byt uzitenymi metodami pro monitorovani patomorfologickych zmén
jadra u tasemnic a parazitickych hlistic. U téchto dvou skupin helmintd nemuselo dojit k poruseni CPM
a barvivo se 1 pies to dokazalo navdzat na DNA. U schistosom vSak H258 hralo roli nevitalniho barviva
a barvilo jen poskozené tkan¢ u vSech vyvojovych stupnid. Diivodem tohoto jevu bude nejspise rozdilna

struktura povrchovych struktur téchto parazita.

5.4 Toluidinova modf

Vazba toluidinové modii (TBO, za angl. toluidine blue) na nukleové kyseliny je oproti ostatnim
metodam této kapitoly zvlastni — diky své struktufe mulze fungovat bud’ jako interkalator
dvousroubovice obdobné jako napt. DAPI , nebo svym kladné nabitym koncem interagovat se zaporné

nabitymi C¢astmi cukrofosfatové kostry NK (Ilanchelian & Ramaraj, 2011). Tato druhd moznost
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predesila daleko S$ir$i spektrum barvenych struktur v bunce vcetné jednovlaknovych NK a jinych
zaporng nabitych molekul — to ale nepiedstavuje pro vysledky experimentu problém. Pokud je jakakoliv
struktura v bunice obarvena, napovida to o trhlinaich v CPM, nebot’ kviili svému naboji nemize TBO
prochazet celistvou CPM a tudiz funguje jako nevitalni barvivo.

Pti zjistovani poskozeni schistosomul S. mansoni imunitnim systémem byla kromé zkoumani
morfologie pouzita i TBO. Cilem bylo zjisténi, zda urcité slozky imunitniho systému mohou poskodit
nendvratn¢ i mnohobunécéného parazita tak, aby Skody byly neslucitelné s zivotem a s dokon¢enim
vyvojového cyklu. V prvi fazi byl zjistovan vliv eozinofilli nebo neutrofilti na schistosomula in vitro.
Vetné kontroly bylo tedy sedm experimentalnich skupin: EO", EO", NE, NE*, OB a OB", pficemz EO
znaci schistosomula inkubovana s eozinofily, NE schistosomula inkubovana s neutrofily, OB je skupina
inkubovana s obéma typy bilych krvinek a horni index znaci pfitomnost (+) ¢i neptitomnost (-) anti-
schistosoma protilatek. Po uplynuti doby inkubace byla u v§ech skupin testovana viabilita schistosomul
pomoci TBO. Druha faze experimentu spocivala v infekci mysi obdobné kultivovanymi schistosomuly
a posléze extrakci dospé€lct. Autofi hodnoti pouziti TBO kladnég, nebot’ pocet ex vivo nedospélych ¢i
jinak ponic¢enych jedincti odpovida poctu vysledkiim in vitro. Z vysledki in vitro pokusu vyplynulo, ze
poskozeni byla zptisobovana hlavné eozinofily, ale nebylo je vzdy mozno identifikovat na zakladé
morfologickych zmén a hodnoceni viability podléhalo subjektivnimu nazoru pozorovatele (Dessein et
al., 1983). TBO totiz vytvofilo spektrum odstinit modré v zavislosti na vaznosti poskozeni jedince — pro
presné vyhodnoceni by bylo mozné zkoumané jedince omyt od piebytecného barviva, homogenizovat
a koncentraci barviva zjistit spektrofotometricky. Tato data by se porovnala s piedem pfipravenymi,
stejn¢ zpracovanymi daty ziskanymi ze skupiny schistosomul s piesné definovanym pomérem zivych a
mrtvych jedincd.

Profesor Gold se zabyval porovnavanim vyuzitelnosti mnoha postupl pii zjistovani viability
schistosomul S. mansoni, jelikoz pozorovani morfologickych zmén, motility a plaménkovych bun¢k
s sebou nese jiz nékolikrat zminéné nevyhody. Jedinymi metodami s dobrymi vysledky byla MB a TBO,
nebot’ nékolik barviv z vyberu (EO, CR, TB, bromothyol blue) nedokazalo obarvit jednice viibec ani pii
prodlouZeni inkubace, navic vytvofila nepfehledné pozadi, tudiz byla z experimentu nadale vyloucena.
Porovnani vysledkt z morfologicky odhadnuté viability populace pfed nabarvenim a téch ziskanych po
pouziti TBO a MB bylo zjisténa obdobna pfesnost obou metod. I pfesto bylo jako celkoveé nejvyhodnéjsi
metoda vybrano barveni pomoci MB, jelikoz TBO prili§ rychle (10 min) zacala barvit nespecificky
vSechny jednice na sklicku a snizovat jim motilitu, takze bylo poté témét nemozné rozeznat zivého a
mrtvého jedince. (Gold, 1997)

TBO se ukazala byt pfesnou, jednoduchou metodou. Objevuji se i nevyhody: jedna spociva
v nutnosti pozorovat barvené jedince na sklicku, coz vyzaduje jejich transport, tim padem i zvySuje
riziko vzniku arteficidlniho sniZeni viability zkoumanych jedinct pfi manipulaci. Druha je pak az pfili§

rychly nastup nespecifického barveni, coz znemoziuje posouzeni stavu zkoumanych jedinct.
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5.5 Akridinova oranz

Akridinova oranz (AO, z angl. acridine orange) je derivatem akridinu a jako nenabita lipofilni
molekula se dostane do buniky, v niz ale ziska diky niz§imu pH kladny naboj a nemize jiz CPM
prestoupit zpét (obdobné jako NR). Podle prostiedi, v némz se nachazi ¢i podle molekuly, na niz se
vaze, se pak lisi barva jeji fluorescence — Cervend v lyzozomech s nizkym pH, zelend pfi navdzani na
DNA a oranzova pii vazbé na jednovlaknovou NK (Rundquist, Olsson & Brunk, 1984). Zivé buiky by
tedy mély mit obarvené kompartmenty podle pH a obsahu, zatimco mrtvé by nemély byt obarveny
vibec.

AO byla vyuzita pti hledani metody urcovani viability u onkosfér tasemnice Taenia taeniformis.
Onkosféry byly vystavovany vysokym teplotdim a nasledné barveny né¢kolika typy barviv — divodem
bylo urcit tepelné optimum, pfi némz uz onkosféry nebudou infekéni. Metody principialné fungovaly
dobte, ovSem data jimi ziskand m¢la az pfili§ velky rozptyl. Proto bylo rozhodnuto, ze tento problém
pomoci vitalnich a nevitalnich barviv nemtize byt vyieSen (Chapalamadugu et al., 2008).

Pti vybéru adekvatni metody pro uréovani viability vajicek S. mansoni byla vyuzita i dvojmetoda
EtBr/AO. Stejné jako u FDA/PI bylo cilem obarvit jak ziva, tak i mrtva vajicka pro snadnéjsi a presnéjsi
sledovani viability. Vysledky vSak nebyly dle autord dobré a kombinace EtBr a AO byla zamitnuta pro
dalsi vyuziti — fluorescence naprosto neodpovidala vysledkiim morfologického pozorovani a vysledky
byly matouci (A. K. Sarvel et al., 2006). Problém, ktery zde nastal, miize byt vysvétlen stejnymi barvami
fluorescence. Jak bylo v tivodu fe¢eno, AO ma schopnost emitovat nékolik svételnych délek v zavislosti
na podminkéch. Pfi barveni cytoplazmy emituje svétlo o délce zhruba 600 nm (Thomé et al., 2016), coz
je stejna vlnova délka, jakou emituje EtBr pfi navdzani na DNA (Chib et al., 2014). V tomto ohledu
tedy neni dobré¢ kombinovat ony dvé metody najednou, tim spisSe ne pfi jedné inkubaci. Oranzové svétlo
je poté nejasného ptivodu a obarveny jsou jak mrtvé, tak i zivé buiiky. Pokud je ale AO vyuZita jako
samostatnd metoda pro zjiStovani intaktnosti membrany, funguje u vajec S. japonicum spolehlivé (Shen
etal.,2017).

Kromé S. mansoni bylo toto barvivo vyuZito i pfi zkoumani zmén permeability vrchnich vrstev
vajicek fytoparazitickych hlistic Heterodera glycines (Charlson, Harkins & Tylka, 2008) a Globodera
rostochiens (Perry & Feil, 1985). Tyto prace se nezabyvaji viabilitou, proto nejsou vice rozvadény.
Funkcnost tohoto pfistupu byla nicméné prokazana, coz z AO ¢ini potencialni nastroj napf. pro
zkoumani vlivu 1é¢iv na vajic¢ka jinych druht lidskych parazit patficich do parazitickych hlistic

AO se osvédcila jako vitdlni barvivo pouzivané u vaji¢ek parazitickych helminti. Dulezitym
faktorem pii kombinovaném barveni fluorescenénimi vitalnimi a nevitalnimi barvivy je ovSem duleZzité
vybrat jako nevitalni barvivo latku s jinym emisnim spektrem (napf. Hoechstova barviva), aby
nedochazelo k nejasnostem prezentovanym tymem Sarvel et al. (2006). Zaroven jako u vSech latek
interagujicich s DNA existuje nebezpe¢i vzniku mutaci, coz by mohlo vést k umélému snizovani

viability.
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6 Zavér

Tato prace shrnula metody pouzivané ke stanovovani viability parazitickych helmintd. Popsala odlisné
principy jejich fungovani a z nich plynouci vyhody, ale i technicka ¢i interpretacni omezeni. Jak je
z prace ziejmé, neexistuje zadnd metoda, natolik univerzalni, presnd, jednoducha na provedeni a
nendro¢na na vybaveni, ktera by byla primarni a jedinou volbou vyzkumnikt. Kvili veliké rozmanitosti
biologickych vlastnosti, kterd se vyskytuje mezi parazitickymi helminty takova ani existovat nemiZze.
Na zaklad¢ provedené literarni reSerSe je mozné konstatovat, ze pro ziskani spravnych a vérohodnych
vysledki je nutné (1) spravn¢ vybrat a definovat parametr viability, ktery ma byt sledovan a (2) zvolit
metodu, ktera tento parametr presné a spravn¢ méfi. Shrnuti a porovnani nejcastéji pouzivanych metod
je spolu se stru¢nym popisem jejich principu, vyhod a nevyhod uvedeno formou tabulky v ptiloze k této
praci.

Oproti minulosti, v niz byly hlavnimi pfistupy k zjiStovani viability jednoduché metody
zalozené na pozorovani patomorfologickych zmén a ztraté motility nebo vyuzivani barviv, se v dnesni
dobé od teéchto pfistupii pomalu ustupuje. Ackoliv moznosti syntézy v organické chemii a tedy i
teoretické mnozstvi latek je t¢éméf neomezené, velkou nevyhodu zde tvofi toxicita (at’ jiz pro zkoumané
helminty nebo pro examinatory), Spatna rozpustnost, a neuniverzalnost, co se tyce druht a vyvojovych
stadii helmintt. Mikroskopické pozorovani a vyhodnocovani pouhym okem je na druhou stranu
zdlouhavé, nepfesné a narocné na zkuSenosti. Naroky na piesnost, spravnost a rychlost metody uréovani
viability neustale rostou, proto je do tohoto procesu zapojovéana ¢im dal tim vice robotika a uméla
inteligence, jak o tom svédci i posledni ¢lanky. Tato pokrocila technologie dava nadéji k urychleni

vyzkumu novych, tak nutn¢ potebnych 1é¢iv a vakcin.
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