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ABSTRAKT
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Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti novych ex vivo testi pro nalezeni syntetickych latek

s anthelmintickym ucinkem

Vlasovka slézova (Haemonchus contortus) je parazitickd hlistice zptsobujici nemoc
haemonch6zu u ovei a koz. Tento celosvétové rozSifeny parazit se zivi krvi hostitele,
¢imz zpusobuje anémie a edémy, které mohou vést az k umrti zviiete. Pro 1é¢bu haemonchozy
se pouzivaji anthelmintickd 1éciva, kterd v posledni dobé piestavaji byt ucinnd v disledku
1ékové rezistence hlistic. Proto je nezbytné hledat nova 1éciva, kterda budou ucinna i
u rezistentnich kmenti hlistic. V této praci byl zkouman anthelminticky uc¢inek 13 novych
derivati benzyloxyamidu (BLK) na vajickach a dospélcich H. contortus. Nejprve byl pouzit
test lihnuti vajicek, v némZ byla nejucinnéjsi sloucenina BLKS. Na dospélcich H. contortus
byla pro sledovani vlivu BLK analogli na viabilitu vyuzita nova metoda bioluminiscen¢niho
stanoveni adenosintrifosfatu (ATP). U¢innost BLK analogli byla porovnana s u¢inkem
klasického anthelmintika levamisolu. Z vysledkt je ziejmé, ze nékolik BLK analogt (zvlasté
BLK?7, BLK8 a BLK12) signifikantné snizuje viabilitu dospélct H. contortus, a to jak u kmene
citlivého (ISE), tak u kment rezistentnich (IRE a WR) na béZné anthelmintika. Tyto slouceniny

budou predmétem dalSiho testovani toxicity a in vivo u¢innosti proti H. contortus.
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anthelmintic effect

Haemonchus contortus is a parasitic nematode causing disease called haemonchosis in sheep
and goats. This worldwide spread parasite feeds on the host’s bloodstream, causing anemia and
edema that can lead to death of the animal. Anthelmintic drugs are used for haemonchosis
treatment, but recently their efficacy has decreased due to development of drug resistance in
nematodes. Therefore, it is necessary to look for new drugs that will be effective in resistant
nematode strains. In this work the anthelmintic effect of 13 new benzyloxyamide derivates
(BLK) was studied in H. contortus eggs and adults. An egg hatch test, in which BLK8 was the
most effective compound, was used first. A new method of bioluminiscence determination of
adenosine triphosphate (ATP) was used in adults of H. contortus to monitor the effect of BLK
analogues on viability of adult nematodes. The efficacy of BLK analogues was compared with
the effect of classical anthelmintic levamisole. It is obvious from the results that several BLK
analogues (especially BLK7, BLK8 and BLK12) significantly reduce the viability of
H. contortus adults, both susceptible strain (ISE) and strains resistant to common anthelmintics
(IRE and WR). These compounds will be a subject for next testing of toxicity and in vivo

efficacy against H. contortus.
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1. UVOD

V této diplomové praci jsem se vénovala testovani ucinnosti novych syntetickych
sloucenin na vlasovku slézovou (Haemonchus contortus). Tato paraziticka hlistice se zivi krvi
v gastrointestinalnim traktu ovci a koz a tim svému hostiteli vyrazné skodi. Nemoc zplisobena
timto Cervem se nazyva haemonchdza a k jeji 1écbé se vyuzivaji anthelmintika. Ve veterinarni
praxi se pouziva n¢kolik tfid anthelmintik, avSak v poslednich letech dochazi k narustu
rezistence paraziti vici dostupnym lécivim. Jelikoz se jednd o celosvétovy problém, je snaha

o nalezeni novych u¢innych anthelmintik v poptedi védeckého zajmu.

Pro vyvoj novych 1€¢iv jsou nezbytné vhodné testy UCinnosti latek s potencidlnim
anthelmintickym ucinkem. VétSina téchto testi je provadéna na vajickach a larvach
H. contortus. Pro testovani novych potencialnich anthelmintik na dospélcich H. contortus byla
na katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK zavedena a optimalizovana metoda

meéieni hladiny adenosintrifosfatu (ATP).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala 13 novymi derivaty benzyloxyamidu, které
byly syntetizovany v ,,Institute of Pharmaceutical and Medicinal Chemistry, Heinrich-Heine-
University” v Diisseldorfu. Vajicka a dospélci H. contortus byli izolovani z trusu a slezu
infikovanych ovci chovanych na akreditované farmé& v Bysti. Uginnost derivati
benzyloxyamidu na lihnuti vajicek a na viabilitu dospé€lct byla sledovana na tfech kmenech
H. contortus — v kmeni citlivém na bézn¢ pouzivana anthelmintika - ISE (,,Inbred-Susceptible-
Edinburgh”, MHco3) a v kmenech rezistentnich - IRE (,,Inbred-Resistant-Edinburgh”, MHco5)
a WR (,,White River”, MHco4).



2. TEORETICKA CAST

2.1 Haemonchus contortus

H. contortus, gastrointestinalni parazit rodu Haemonchus, ¢eledi Trichostrongylidae,
kmene Nematoda [1, 2], je znamy kvuli celosvétové distribuci a neblahym ekonomickym
dopadiim pro mnoho farmati. Za jeho globalizaci z pivodniho afrického kontinentu je
zodpovédna vysoka mira genetického polymorfismu, diky které se piizptsobil riznym
klimatickym podminkam. Mizeme ho tak kromé tropickych a subtropickych oblasti, kde jsou
podminky pro jeho vyvoj nejptiznivéjsi, najit i v chladnéjsich oblastech za polarnim kruhem.
Ackoliv H. contortus mize parazitovat na Sirokém spektru kopytnikii, zndmy je ptfedevsim jako

parazit ovci a koz [1, 3].

2.1.1 Morfologie a Zivotni cyklus

Dospélci maji nitkovity tvar, samice byvaji zpravidla vétsi (25-30 mm) nez samci (10-
20 mm). U samic je makroskopicky viditelna bila, vajicky naplnéna déloha, ktera se omotava
kolem krvi naplnéného stieva (obr. 1a). Diky tomuto propleteni se H. contortus v anglicting
oznacuje jako ,,barber pole worm® [4]. Obal vajicek téchto hlistic je tvofen tfemi vrstvami
a chrani je pred pronikdnim toxickych latek. Toto zajist'uje hlavné mezivsrtva chitinu, ktera
ptedstavuje spojeni chitinovych fibril obklopenych proteinovou vrstvou [5]. T¢lo dospélého
H. contortus je chranéno tzv. kutikulou, kterou vylucuji bunky epidermis, a béhem rastu
a vyvoje se obvykle obnovuje. V hlavové ¢asti maji ustni kapsulku s kyjovitym zubem, diky
kterému narusuji cévy hostitele, ¢imz umozni ptistup k jeho krvi. Déle se zde nachazi cervikalni
papily (vybézky), které slouzi jako hlavni smyslové organy [6, 7]. Pro hlistice jsou typické
podélné svaly, které jsou Sikmo uspotadany do past. S hlavnim télem svalu jsou propojeny
nervove provazce. H. contortus ma specializovany tubularni vylucovaci systém se tfemi kanaly,
ty jsou uspotradany do tvaru pismene ,,H* [6]. Pro kopulaci jsou samice opatfeny vulvou
na kaudalni stran¢ téla, do které se samci zasouvaji pomoci tzv. spikuly. Spikuly samct jsou
kratké, masivni a na konci nitkovité a tvofi kopula¢ni burzu typickou pro kmen Nematoda

(obr. 1b) [6, 7].



a)

Obr. 1. Riizna vyvojova stadia H. contortus. a) dospélec H. contortus — samice; b) dospélec

H. contortus samec; c) vajicka a L2 H. contortus. Fotografie byly pofizené na konfokalnim
mikroskopu na Farmaceutické fakult¢ UK. Autor: Linh Thuy Nguyen, Katedra biochemickych véd,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové.

Vyvoj H. contortus je ptimy, tj. bez u€asti mezihostitele. Dosp€la samicka klade okolo
5000 az 6000 vajicek denné, které opousti télo hostitele spole¢né s vykaly [4]. Po oplozeni se
vajicko rozd¢€li na 16-32 blastomer [8] a béhem jednoho dne se vylihne larva prvniho stadia
(L1), ktera poté svléka svou kutikulu za vzniku druhého (L2) a tfetiho (L3) larvalniho stadia
(obr. 1c¢). Cely tento proces trva piiblizn€ jeden tyden. L3 je infekéni stddium, a pokud je spolu
s potravou poziena hostitelem, vyviji se na larvu ¢tvrtého stadia (L4), kterd se jiz zivi krvi
hostitele a ptiblizné€ za tii dny se zméni v dospélce [7-10]. Schéma zivotniho cyklu zndzornéno

na obrazku 2.

Haemonchus contortus

L3 Larvae ingested
while host is grazing

Infeetivity in
4 to 6 days,
pending environmental
conditions
L1 to L3 Larvae
in the Ova passed

Environment in the feces

Obr. 2. Schéma zivotniho cyklu H. contortus. Vaji¢ka obsazena ve vykalech kozy se béhem 4-6 dni
vyviji v L1 az L3 na zéklad¢ vné&jSich podminek. Larvy jsou pak pozieny kozou [11].

10



2.1.2 Metabolismus

H. contortus stejn¢ jako mnoho dal$ich organismi vyuziva sacharidy jako zdroj energie,
aminokyseliny pro syntézu proteint, kyslik a dalsi ziviny pro specifické biosyntetické drahy
[12]. Zdroj Zivin a vyuZivané metabolické drdhy se li§i v zdvislosti na vyvojovém stadiu
H. contortus. Zatimco vajicka si musi vystacit se svymi zasobami, larvy ziskavaji potfebné
ziviny konzumaci mikroorganismi a L4 a dospélci je pfijimaji z krve hostitele. Ziviny mohou
byt u dospélcii absorbovany také skrze kutikulu. Sacharidy, které slouzi jako hlavni zdroj
energie pro fadu organismu, mohou byt pii nedostatku potravy u H. contortus ziskadny degradaci
zasob glykogenu. Dospélci H. contortus je téz dokazi syntetizovat z acetatu, mastnych kyselin,

CO» a glukozy [12, 13].

Na rozdil od larev, které se nachazeji v aerobnich podminkach a mohou tak pro sviij
metabolismus vyuZzivat Krebsiv cyklus, dospélci jsou zavisli na glykolyze za anaerobnich
podminek [12]. Béhem glykolyzy za aerobnich podminek je molekula glukézy rozStépena
na dvé molekuly pyruvatu za produkce ATP a redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH). Pyruvat poté vstupuje do Krebsova cyklu, kde je fadou reakci pfeménén
na oxalacetat. Bé&hem této premény jsou redukovany molekuly oxidovaného
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD™"), které jsou dale vyuzity v dychacim fetézci pro tvorbu
dalsich molekul ATP, za vzniku H,O a CO; [14, 15]. Dospélci H. contortus nejsou schopni
degradovat sacharidy na CO; a H,O pomoci Krebsova cyklu, ale za anaerobnich podminek
degraduji glukézu do stupné fosfoenolpyruvatu (PEP), ktery je karboxylovan za vzniku
oxalacetdtu a nasledn¢ redukovan na malat. Malat je poté transportovan do mitochondrii,
kde dochazi k jeho degradaci dvéma réiznymi cestami. Cast malatu je oxidovéna na acetat a Gast
je redukovéna na sukcinat, ktery maze byt dale metabolizovan na propionat. Divodem pro tyto
dvé cesty degradace malatu je ten, Ze za anaerobnich podminek kyslik nemtize sloucit jako
ptijemce elektronu, a tak reakce, pfi kterych dochazi ke vzniku NADH, musi byt v rovnovaze
s reakcemi, pii1 kterych se NADH spotiebovava [12, 16]. Obecné schéma glykolyzy

za aerobnich a anaerobnich podminek je zndzornéné na obrazku 3.
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Obr. 3. Obecné schéma glykolyzy za aerobnich a anaerobnich podminek u parazitickych &ervi.
Zatimco aerobni cesty jsou indikovany prazdnymi Sipkami, anaerobni cesty jsou indikovany Sipkami
plnymi. Zkratky: AcCoA, Acetyl-CoA; ASCT, acetat:sukcinat CoA-transferaza; C, cytochrom c; CI-
CIV, komplexy I-IV dychaciho fetézce; CITR, citrat; FRD, fumarat reduktaza; FUM, fumarat; MAL,
malat; Methymal-CoA, methylmalonyl-CoA; OXAC, oxalacetat; PEP, fosfoenolypyruvat; PROP,
propionat; Prop-CoA, propionyl-CoA; PYR, pyruvat; RQ, rhodochinon; SDH, sukcinat dehydrogenaza;
SUCC, sukcinat; Succ CoA, sukcinyl CoA; UQ, ubichinon [16].

2.2 Haemonchoza

Onemocnéni zplisobené H. contortus se nazyva haemonchdza, a protoze se jedna o krev
sajicitho parazita, hlavni pfiznaky jsou disledkem ztraty krve. Podle velikosti infekce pak
hostitelé nejcastéji trpi riznym stupném anémie, edémy ¢i hypoproteinémii. Dale mizeme
pozorovat Spatnou kvalitu srsti nebo ztrdtu viny u ovci a tbytek na véaze [4]. Podezieni
na haemonchézu nastdvd u nahlého uhynu hospodaiskych zvirat, ale je potieba toto
onemocnéni spravné diagnostikovat. Pro potvrzeni diagnézy vyuzivame laboratorni metody

spole¢né s klinickymi a epidemiologickymi informacemi o daném chovu [5].

2.2.1 Diagnostika

Mezi hlavni diagnostické metody haemonchézy patii morfologicka identifikace vajicek
a parazitli, stanoveni klinického krevniho obrazu a vizudlni hodnoceni stupné anémie testem

FAMACHA [7]. Morfologické znaky vajicek vSak nemusi byt specifické pro H. contortus,
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ale shodna vajicka produkuji také ostatni druhy rodu strongylis. Nicméné mnozZstvi vice
nez 4000 vajicek na gram stolice obzvlasté v teplych a vlhkych podminkach jsou
s haemonchozou casto spojené [4]. Diagnostika testem FAMACHA, jehoz nazev je odvozen
od jmen Fafa, Malan a Chart, je popularni metoda v tropickych a subtropickych zemich, ktera
predstavuje vizualni hodnoceni anémie pomoci ur¢ovani barvy spojivek u koz. Toto hodnoceni
se klasifikuje na stupnici 1-5 a ptiklad je uveden na obrazku 4. Déle se vyuzivaji molekularni
metody, imunologické postupy a posmrtné ndlezy pii pitvé [7]. Mezi prvnimi pouzivanymi
molekularnimi metodami byl Southern blotting s vyuzitim repetitivni DNA hybridiza¢ni sondy.
Tato metoda vSak vykazovala nizkou senzitivitu a specifitu [8]. Novodobé pokroky
v molekularnich technologiich umoznily identifikaci druhti hlistic metodou polymerdzové
fetézové reakce (PCR). Metoda PCR byla zalozena na amplifikaci DNA z vajicek hlistic
ziskanych z vykalt. Potencidl PCR metody také vedl ke kvantifikaci zatéze Cervy a nahradil
tim star§i metody. Dostupnost téchto metod v parazitologickych laboratofich umoznila
automatizace PCR, slouzi tak k doplnéni tradi¢nich metod, kde piedstavuji vyhodnéjsi

a rychlejsi zpracovani vzorkt a jejich vyhodnoceni [17].

Pokud se toto onemocnéni neléci, mize dojit k umrti zvifete. Existuji vSak vyrazné
rozdily ve vnimavosti k haemonchoze. Neplati zde tedy pravidlo, Ze vSechna postizena zvitata
bez 1écby vykazuji typické klinické ptiznaky, nebo podlehnou smrti. Na této skutecnosti se

podili hlavné genetické rozdily mezi jedinci a jejich nutri¢ni stav [17].

This is not a FAMACHA chart!
This is a diagram to show you what that chart
looks like.

For more information on using the
FAMACHA eye color system visit
https://www.wormx.info/famacha

‘We use this system to regularly check our
goats for parasite loads. Itis quick, easy, and
a time and life saver.

UESTIONABLE POOR DEATH!

GREAT! GooD! QUESTIO .
Consider Needs Needs Immediate

No Treatment No Treatment Treatment Treatment Treatment

Obr. 4. Vysetieni metodou FAMACHA [7]

2.2.2 Prevence a lécba

Prvnim volbou 1é¢by jsou anthelmintika. Existuje nékolik druht anthelmintik a ty budou

uvedena v nasledujici kapitole. Pravidelna 1é¢ba anthelmintiky je ale nakladna a zvysuje riziko
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ke vzniku rezistence parazitl [7]. OSetfeni je vhodné, pokud je primérny pocet vajec 1000-
2000/gram trusu [4]. Predpoklada se, ze zacatek jara a obdobi desttl ptedstavuje sniZenou
kontaminaci pastvin. Casto dochazi k tzv. strategické 16¢bé v obdobi sucha a zimy, kdy se
dospélym zvifatim poda anthelmintikum s cilem u¢inné odstranit jiz vyskytujici se larvy
v hostiteli. Ve vlhkych oblastech se strategické osetieni opakuje po zacatku riistu travy, aby se
usmrtily larvy ziskané z pastvy uz béhem jarniho obdobi. Dalsim strategickym pfistupem je
rychlé stfidani pastvin, kdy jsou pastviny opustény na 30 dni a predpoklada se, Zze dojde
k vyraznému snizeni poctu larev za tuto dobu [4]. V fad¢ piipadi se pristupuje k cilené
selektivni 1écbé, kdy jsou lécena pouze zvitata s vyssi ndkazou [7]. Jednim z individudlnich
piistupl je utraceni zvifat, kterd jsou oSetfovana nejCastéji, a to z diivodu Ze jsou k nakaze

nejvice vnimava [4].

Béhem n¢kolika let bylo testovano velké mnozstvi potencidlnich vakcin proti
H. contortus. Naptiklad rekombinantni, DNA nebo proteinové vakciny, které vykazaly
¢asteCnou ochranu ale i pfesto nebyly dostate¢né ucinné. U experimentalné exponovanych
zvitat bylo po podani vakciny pozorovano snizeni vajicek ve stolici nebo celkove nizsi zatéz
cervy. Vyhodou ockovani je udrzitelnd kontrola proti infekci H. contortus, ale vyzaduje
napiiklad kombinaci ockovani se zlepSenou vyzivou daného jedince. Nevyhodou ockovani
muze byt nutnost opakovaného podavani vakciny pro udrzeni vysoké hladiny specifickych
protilatek. Aby byla vyvinuta dostate¢né ucinna vakcina, je potieba hluboce porozumét
imunopatologii H. contortus v interakci s hostitelem. V tomto sméru je v budoucnu potieba

zaclenit pokrokové metody jako genomiku, proteomiku a dalsi [17, 18].
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2.3 Anthelmintika

K 1écbé helmintéoz se vyuzivaji tfi hlavni skupiny anthelmintickych lé€iv —
benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony a pak néktera 1éCiva ostatnich
chemickych struktur [19]. Objev prvnich anthelmintik sahd az do roku 1961 (obr. 5) a pro 1écbu

H. contortus jsou vyuZzivany vSechny uvedené skupiny vcetné jejich kombinaci [17, 20].

The amino-
acetonitrile

Imidazothiazoles d“i‘m:‘f:—uﬁ/
» e 2
—_ (1970) monepantel ( )

- —
hnnnmlanD ilu Derquantel,
q
(1961) macrocyclic combination

latl(mu | [t}s” with zhaml.chn/
2010) -

Obr. 5. Prehled hlavnich skupin anthelmintik [20]

2.3.1 Benzimidazoly

Benzimidazolova anthelmintika (BZ) jsou heterocyklické aromatické slouceniny, které
patii mezi nejrozsahlejsi skupinu 1éCiv bézné vyuzivanych proti hlisticim (obr. 6) [21]. Jedna
se o Sirokospektra a relativné malo toxicka 1é¢iva vyuzivana ve veterinarni i humanni medicing.
Pocatkem 60. let minulého stoleti byl prvnim objevenym BZ lé¢kem thiobendazol. Mezi dalsi
zastupce patii napiiklad oxibendazol ¢i fenbendazol [22, 23]. Mechanismus piisobeni BZ 1é¢iv
objevili v roce 1986 Lacey a Prichard, kdyz zjistili, Ze cilem BZ 1é¢iv je B-tubulin. B-tubulin je
zékladni slozkou cytoskeletu vSech eukaryotnich bunék [19].

N

)

N

Obr. 6. Chemicka struktura benzimidazolu [24]
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2.3.2 Imidazothiazoly

Na pocatku 70. let byl schvalen jako anthelmintikum levamisol patfici
k imidazothiazolim. Jednd se o levotodivou formu racematu tetramisolu, ktery byl také
pivodné vyuzivan jako anthelmintikum. Levamisol byl kategorizovan jako ,,mnohostranny*
1€k a vyuziva se také k 1é¢be riznych onemocnéni vcetné rakoviny, dermatologickych poruch
a virovych €1 bakterialnich infekci u lidi. Imidazothiazoly (obr. 7) piisobi jako cholinergni
agonisté na nikotinovych neuromuskularnich spojenich u hlistic, coz zptisobuje trvalou

svalovou kontrakci a spastickou paralyzu [18, 23].

NS
\WN//

Obr. 7. Chemicka struktura imidazothiazolu [25]

2.3.3 Makrocyklické laktony

Tato skupina lé€iv mé ve své struktuie cyklické estery nasycenych i nenasycenych
karboxylovych kyselin. Zahrnuje fadu 1é€iv s antiparazitickou aktivitou jiz pfi nizkych davkéach
a jsou ucinné proti endoparazitim i ektoparazitim lidi i zvifat. Historicky prvnim Ié¢ivem této
skupiny byl ivermektin (obr. 8). Mezi dalSi zastupce patii abamektin ¢i moxidektin. Podle
diivejsich studii se predpoklédalo, Ze makrocyklické laktony ovliviiuji pfenos neurotransmiteru
kyseliny y-aminomaselné (GABA) na nervovych vldknech paraziti. Nov¢jsi studie tuto teorii
opravily, protoze makrocyklické laktony interaguji s receptory chloridovych kanala fizenych

glutamatem, kde GABA ma pouze druhotny tcinek [12, 23].

0.—-"

Obr. 8. Chemicka struktura ivermektinu [26]
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2.3.4 Derivaty aminoacetonitrilu

Jediny v praxi vyuzivany zastupce aminoacetonitrilovych derivati je monepantel
(obr.9). Ten pusobi jako agonista nikotinového acetylcholinového receptoru a zptsobuje tim
spastickou paralyzu a smrt ¢erva. Vazba monepantelu na receptor zplisobi zménu toku iontd
a vede tak k paralyze hlistic. Pfepoklada se, ze tento mechanismus zajiSt'uje vysokou ti¢innost

monepantelu u Cervi, které jsou jinak odolné vi¢i jinym anthelmintickym tfidam [27].

F
N F_|_F
o ,_/<///O ~l
- F O/\N \E\
H
L b
1l
N

Obr. 9. Chemicka struktura monepantelu [28]

2.3.5 Dalsi zastupci

Mezi dalsi zastupce patii derquantel (obr. 9), pattici do skupiny spiroindolii. Plisobi jako
nikotinovy cholinergni antagonista [17]. Bylo zjisténo, Ze v kombinaci s abamektinem
interaguje na nikotinovych acetylcholinovych receptorech s vyznamné vyssim G€inkem. Studie

prokazala, ze tato dvé lé¢iva maji synergicky ucinek [27].

Obr. 10. Chemicka struktura derquantelu [29]

Klosantel nebo disofenol jsou zastupci salicylanilidi a substituovanych fenolu, které

inhibuji energeticky metabolismus a u nichz byla pozorovana prodlouzena aktivita nékolik
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tydni po podani. Star$i objevenou skupinu piedstavuji organofosfatova anthelmintika se
zastupci jako naftalofos nebo trichlorfon. Tyto organofosfaty ptisobi inhibici aktivity

acetylcholinesterdzy, ¢imz jsou potencialné toxické pro savee [17].

2.3.6 Anthelminticka rezistence

Anthelmintickd rezistence (AR) pfedstavuje celosvétovy problém. Jedna se o ziskanou
schopnost parazita pfezit urCitou davku IléCiva, ktera ho dfive usmrtila. Konkrétné
u H. contortus se rezistence objevila jiz nékolik let po zavedeni nové ttidy 1€¢iv a H. contortus
patii mezi nejrozsahleji studované parazitické cervy, co se ty¢e AR. Tento druh cerva
v minulosti vykazal rezistenci vi¢i vS§em hlavnim tfiddm anthelmintik. AR se obecné vici
ruznym tfiddm 1éciv lisi, a proto se nékdy tato 1éCiva kombinuji [19]. Mnohocetnd 1ékova
rezistence neboli multirezistence byla definovédna jako rezistence na tfi nebo vice anthelmintik
a v n€kolika studiich po celém svéte byla identifikovana u kmene H. contortus. Bylo naptiklad
zjisténo, Ze makrocyklické laktony interaguji s pB-tubulinem, a to vedlo k rezistenci vici
benzimidazolim [30, 31]. V minulosti jiz byla zkoumana u¢innost kombinace dvou a vice tiid
anthelmintik, naptiklad oxantel pamoat s albendazolem ¢i ivermektinem. Kombinace 1€kt

zpomaluje rozvoj rezistence nebo mize zmirnit nezadouci ucinky [32].

Zkoumani AR na anthelmintika u H. contortus je vyhodné, protoZe ptedstavuje vhodny
experimentalni model diky jeho relativné velké velikosti dospé€lcti, plodnosti a snadnosti vzniku
infekce u experimentalnich zvifat. Védci Lubeg a Prichard objevili vyskyt rezistence
u H. contortus spojeny se ztratou vysokoafinitnich receptorti pro BZ 1é¢iva uz v roce 1991.
Mezi dalsi principy rezistence u tohoto Cerva vici BZ 1éktiim patii napiiklad mutace izotypu
1 B-tubulinu [19]. U makrocyklickych laktonii byla objevena rezistence pravdépodobné
zpusobena mutaci v genu kodujiciho glutamatové chloridové iontové kanaly, které souvisejici
s pusobenim tohoto 1é¢iva (viz. anthelmintika) [8]. Z pozdé&ji objevenych 1¢ékt byla zjisténa
rezistence u monepantelu, pravdépodobné zplsobend mutaci v genech nikotinovych
acetylcholinovych receptorii. K rezistenci na tento 1€k doslo i1 po podani vysoké koncentrace
1éciva [33]. K piesnému stanoveni rezistence prispiva skuteCnost, ze byla pifectena cela
sekvence genomu H. contortus a byly zjistény podrobné informace o zakladnim mechanismu
genetické diverzifikace [22, 34]. Prozatim nejCastéji pouzivané PCR metody slouzi k detekci

genomovych mutaci u H. contortus rezistentni na benzimidazol [27].
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2.4 Vyvoj novych léciv

Uvedeni nového 1€ku na trh trvd v praiméru 10-15 let a pfedstavuje ndkladny a slozity
proces. Tradi¢né se vyuzivalo pfirodnich latek pii objevovani novych 1é¢iv, pozdéji se pieslo
k syntéze novych latek. Farmaceuticky primysl se v této oblasti neustidle rozviji diky
pokrocilym technologiim [35]. Pfi vyvoji nového 1éciva je dulezité, aby cilova latka byla
ucinna, bezpecna a splinovala klinické potteby. Miize se jednat o malou molekulu ¢i vétsi
chemickou substanci, kterda po navazani na cilové misto vyvolava biologickou odpovéd
méftitelnou in vitro a in vivo. Ve vyvoji novych 1éCiv existuje nékolik strategii. Jednou z nich
muze byt modifikace struktury nebo nalezeni nového Ucinku jiz pouzivaného léku. Dalsi
metodou je tzv. systematicky screening souboru ndhodné vybranych sloucenin, které maji
urcitou biologickou aktivitu. V fadé¢ ptipadi se ale pouziva hlavné projektovani 1€€iv za pouZziti

pocitacové techniky neboli CADD — ,,computer assisted drug design* [36].

Identifikace daného potencidlniho 1éCiva a stanoveni jeho cile je prvnim
a nejdulezitéjSim krokem, umoziuje totiz zkoumat, zda cilovd modulace vede k vedlejSim
u¢inkiim zalozenych na mechanismu nebo ne [37]. Nasleduje preklinické hodnoceni 1éCiva,
které zahrnuje zkoumani potencialniho 1é¢iva in vitro, tj. v laboratornich podminkach, a na n¢j
navazujici rozsahlé experimenty na zvifatech — in vivo. Mezi trendy se fadi napiiklad pouziti
geneticky modifikovanych zvitat. Preklinické zkouSeni zajistuje ditkazy o ucinnosti nového
1éku neboli farmakodynamicky screening a dikazy o riziku neboli toxikologicky screening.
V této fazi se testuje naptiklad akutni a chronicka toxicita 1é¢iva, karcinogenita ¢i mutagenita
[36, 38]. Na preklinické hodnoceni navazuje klinické hodnoceni v kontrolovanych podminkach
a rozdelené do nékolika fazi. Kazdé klinické hodnoceni, kdy je 1é€ivo poprvé podano lidem,
musi probihat podle zasad spravné klinické praxe. Tato mezinarodné pfiijata pravidla popisuji
spravny a obecny postup klinického hodnoceni 1é¢iv. V prvni fazi se zdravému clovéku poda
davka v malém mnozstvi odvozeného z preklinického vyzkumu, ktera u pokusnych zvitat
nevyvolala toxicky efekt. Sleduje se bezpecnost a tolerance 1é¢iva, jeho farmakodynamicky
rozsah a zékladni farmakokinetické parametry. V nasledujici fazi se podani 1é¢iva praktikuje
umensi skupiny pacienti s danym onemocnénim, sleduje se zde navic zavislost ucinku
na davce. Pokud je pozitivni u¢inek, ptistupuje se k podani 1éku vice a vice pacientim s danou
chorobou. V posledni kroku pted registraci 1éCiva se stanovuje bezpecnost a ucinnost 1éku
na velkém po&tu pacientii ve srovnani s placebem nebo aktualné uzivanymi léky. V Ceské
republice registrace 16¢iva provadi SUKL — Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv. Po registraci stale

jeste probiha klinické hodnoceni, a to u Sirsi populace pacientii, kterym byl 1ék podan. Dulezité
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je proto, ze Casto dochazi k vyskytu nezadoucich ucinkti. Jinym typem klinického hodnoceni
jsou bioekvivalen¢ni studie, v nichz se zkouma bioekvivalence dvou 1éCiv. Tato dve 1é€¢iva maji
kvantitativné i kvalitativné stejny obsah aktivni latky se stejnou koncentraci a jejich lékova

forma by mé¢la byt shodna nebo alespont podobna [36].

2.4.1 Vyvoj novych anthelmintik

Nedostatek uc¢innych anthelmintik zna¢né komplikuje 1é¢bu helmint6z a plsobi velké
ekonomické ztraty v chovech hospodaiskych zvitat. Proto je vyvoj novych 1é¢iv nezbytny i pies
skutecnost, Ze cely proces je velmi naro¢ny, dlouhy, slozity a drahy. Pii vyvoji nového
potencidlniho anthelmintika jsou uZitecné informace o Gc¢innosti a toxicité. Dilezita jsou také
hodnoceni vztahii mezi strukturou a aktivitou 1é¢iv. Soucasti vyzkumu je sledovani absorpce,
distribuce, metabolismu, eliminace a toxicity. V této fazi vyzkumu probihd nékolik
preklinickych studii, na které navazuji dalsi klinické vyvojové faze nezbytné k registraci

16&iva [20].

2.4.1.1 Syntéza novych chemickych entit

Jednou z moznosti jak ziskat nové anthelmintikum, je syntéza nové molekularni entity
s novym mechanismem u¢inku. Kli¢ova je hlavné identifikace esencialnich enzymi hlistic,
jejichz zablokovani vede k jejich smrti. Casto se vychazi z vytvofeni réiznych souborii
sloucenin a jejich nasledného testovani pro vybér nejucinnéjsi slouceniny. VétSinou se
nezkouma uc¢inek na vSechna vyvojova stadia, ale pouze pro larvy. Mezi neddvno patentovana
anthelmintika jsou derivaty chinolinu objevené spolecnosti Bayer AG. Za zminku stoji i dvé
slouceniny — bifenylamid a analogy pyrazolo[1,5-a]pyridinu, které inhibovaly motilitu a vyvoj
larev H. contortus. Mezi dalSi nové objevené slouceniny se fadi N-(benzyloxy)-4-
(pentyloxy)benzamid (BLK127) a N-(4-(5-(phenylsulfonamido)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yl)phenyl)benzenesulfonamid (HBK4), které¢ indukovaly fenotypové zmény v larvach
H. contortus a mohly by byt potencialnimi anthelmintiky. Uginnost BLK127 byla nejnovg;jsi

studii potvrzena u dospélctt H. contortus [32].

2.4.1.2 Modifikace struktury zavedenych lé¢iv

Modifikace chemické struktury pouzivaného anthelmintika pfinasi slibnou strategii
pii vyvoji novych anthelmintik, které tak maji lepsi rozpustnost nebo farmakokinetiku. Aby

tato modifikovana 1éCiva byla u¢inna, je potieba znat mechanismus uc¢inku jiz existujicich 1éCiv
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a jejich bioaktivitu zaloZenou na struktufe. Tohoto bylo vyuZito u BZ anthelmintik, které jsou
Spatné rozpustné ve vodé, a proto k nim byl pfidan naptiklad dusi¢nanovy aniont nebo itakonyl-
b-cyklodextrin. Problémem vsak zistava skutecnost, ze se u takto modifikovanych 1¢kti se mtize

vyvinout rezistence stejnym mechanismem jako u jejich predchidcti [32].

2.4.1.3 Zména indikace lé¢iva

Terapeutickd zména uzivani 1éciva (v anglictin€ ,,drug repurporsing®) je alternativnim
pristupem pii vyvoji 1ékti, kdy se provede screening 1€Civ pouzivanych pro 1é¢bu jinych
onemocnéni a jejich pfezkoumani pro novou indikaci. Tato metoda je vyhodnd,
protoZe predstavuje nizs$i ndklady diky dostupnosti informaci z jiz probehlych preklinickych
a klinickych studii. V oblasti anthelmintik se pfistupuje ke strategii pouziti schvalenych
veterinarnich anthelmintik pro huméanni medicinu a naopak. Castou nevyhodou je ale problém,
kdy 1é¢iva vykazuji anthelmintickou ucinnost az pti davkach, které prekracuji hladiny toxicity,
a tak bylo dosud objeveno jen malo slibnych kandidati pro terapie helmintéz. V minulosti
provedla spolecnost Medicines for Malaria Venture testovani potencialnich latek proti stadiim
L3 a L4 H. contortus, z nichz schvaleny tolfenpyrad a dva inhibitory kindz vykdzaly inhibici
motility ve slibném rozsahu koncentraci. VSechny tyto latky jsou v procesu klinické studie.
Jako dalsi vyznamné anthelminticky plisobici 1é¢iva se projevily neuromodula¢ni Iéky sertralin,
paroxetin a chlorpromazin. Jejich mechanismus se lisi od jinych anthelmintik, avSak je potfeba
jeste zjistit jejich ucinek in vivo u hostitele. Mezi kandidaty mohou byt kromé pouzivanych

1é¢iv 1 1éCiva, ktera byla stazena z uzivani nebo nebyla dosud schvélena [32].

2.4.1.4 Prirodni produkty a slou¢eniny s anthelmintickymi t¢inky

Pfi masivnim vyuzivani anthelmintik dochazi ke vzniku Siroké rezistence,
coz predstavuje obrovsky problém. DalSim problémem mohou byt 1é¢iva chemického ptivodu,
zodpovédna za kontaminaci prostiedi ¢i vznik nezddoucich G¢inki na uzivatele. LéCivé rostliny
jsou vyuzivany po staleti aZ dodnes k 1écb& nejruznéjSich zdravotnich problému. Jejich
mechanismus je vétSinou zalozeny na piimé interakci ucinnych latek rostliny s parazitem
¢1 interakci s imunitnim systémem hostitele. Pfirodni latky mohou mit kromé anthelmintického
ucinku 1 fadu dalSich pozitivnich ucinkGi pro hostitele, napiiklad antioxidacni
nebo protizanétlivy. Anthelminticky ucinek vykazuji n€které sekundarni metabolity jako jsou
terpeny, fenolické slouceniny a slouceniny obsahujici dusik. Napftiklad piperidinové alkaloidy

pelletierin a arecolin inhibuji acetylcholinové receptory hlistic a zplisobuji tak jejich paralyzu.
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Dalsim ptikladem jsou tfisloviny nebo také taniny, které vytvaieji komplexy s bilkovinami
avedou tak k deaktivaci nckolika klicovych enzyml parazita. Mezi slibné rostliny
s anthelmintickou ucinnosti se fadi Cucurbita pepo, extrakty z jejich semen jsou u¢inné proti
H. contortus a Heligmosomoides bakeri in vitro a také naptiklad proti Ascaridia galli in vivo.
Dalsi rostlinou je Carica papaya, ktera prokazala anthelmintické u¢inky u lidi i zvifat. Spoustu
dalsich rostlin bylo studovano mnoho let, nékteré dokonce vykazaly stejnou ¢i vEtsi ti¢innost
nez obvykle pouzivand anthelmintika. Kromé& rostlin mohou jako pfirodni anthelmintika
pusobit i houby. Bylo zjisténo, ze alkaloidy izolované z motské houby Echinodictyum sp.
vykazuji podobné anthelmintické ucinky proti H. contortus jako levamisol nebo klosantel. Mezi
dalsi ucinné extrakty z hub se tadi naptiklad Paecilomyces lilacinus nebo Trichoderma
longibrachiatum. Tato oblast vyzkumu se v budoucnu bude zajimat i dal$imi druhy hub jako
potencialnimi anthelmintiky. Léc¢ivé rostliny ptedstavuji ale i fadu nevyhod pfi vyvoji nového
anthelmintika. Problém je napiiklad fakt, Ze slozeni bioaktivnich latek v rostlin€ je rizné
a zalezi také na podminkach jejich péstovani. Dal§im problémem je zdroj rostlin, nejriznéjsi
vzacné druhy rostou v chranénych krajinach. Ne vzdy jsou 1é€ivé rostliny neSkodné pro Zivotni
prostredi, naptiklad ty, které obsahuji vysoky obsah saponint, jsou toxické pro ryby. Zajimavy
vyzkum probé&hl na zpracovani hroznti a extrakt z nich. Hroznové vylisky vykézaly vysokou
ucinnost proti vajicktim a larvam H. contortus in vitro. V budoucnu maji rostlinné a ptirodni

slozky velky potencial alesponi Caste¢né nahradit dosud pouzivana anthelmintika [32].

2.5 Testovani anthelmintik u H. contortus

S narGstajicim problémem anthelmintické rezistence se rozSifuje oblast testovani
novych anthelmintik. Cilem je najit nova a dostate¢né ucinna anthelmintika a zabranit tak Sifeni
haemonchozy. Dalsim aspektem je potencidlni toxicita 1é¢iva pro daného jedince ¢i dopad
na Zivotni prostfedi. Aby bylo mozné nové anthelmintikum schvélit a pouzivat, je potieba jej
radn¢ otestovat. Existuje nékolik druhti testd popsanych v nésledujici kapitole.

Pro testovani se pouzivaji riizné metody na riznych vyvojovych stadiich. Piikladem je
test snizeni poCtu vajicek ve stolici patfici mezi metody in vivo. Nejpouzivanéjsi je test lihnuti
vajicek a test vyvoje larev (in vitro). Existuji 1 dal$i parazitologickeé testy, naptiklad test inhibice
migrace larev nebo krmeni larev (in vitro). Do budoucna se pocita s rozsifenim molekularné
diagnostickych metod ke stanoveni mutaci DNA u rezistentnich kmend. Hlavni vyhodou

pouziti molekularnich technik je jejich vysoka specifita a senzitivita [19, 34].
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2.5.1 Testy na nizsich vyvojovych stadiich

V mnoha studiich slouzil H. contortus jako modelovy organismus pro vyvoj testovacich
metod. VétSinou jsou vyuzivana volné Zijici vyvojova stadia H. contortus. Takové testy jsou
mnohem levnéjsi nez napiiklad testy in vivo. Dalsi vyhodou je, Ze u té€chto testli 1ze vyuzivat
fadu koncentraci léCiva a zjistit tak popisujici hodnoty u¢inku 1é¢iva na populaci Cervil

jako napftiklad ICso — poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentraci [19].

2.5.1.1 Test lihnuti vajicek

Test lihnuti vajicek (anglicky ,,egg hatch test”) se ukazal jako spolehlivy test
u H. contortus pro n€kolik druhti anthelmintik. Béhem nékolika studii se zkoumali hlavné¢ BZ
1é¢iva i levamisol. Pokud 1é¢ivo plisobi na vyvojové stadium vajicek, tak ma ovocidni u€inek.
U tohoto testu se v jamce nebo zkumavce spocita pocet nevylihnutych vajec a L1 larev pod
mikroskopem. Vyhodou muizZe byt pouziti fluorescenéniho barveni a nasledna identifikace
a kvantifikace H. contortus pomoci automatické fluorescencni detekce, ktera je vysoce presna
a rychla [39]. U larev, které se vylihly, miize byt proveden jesté test motility L1 larev. Larvy
jsou urceny jako pohyblivé nebo nepohyblivé, vysledek se vyjadii jako procento inhibice

motility vylihnutych vajic¢ek [19, 40].

2.5.1.2 Test vyvoje larev

Dal$im vhodnym testem pro H. contortus je test vyvoje larev. Tento test byl vyvinut
v 90. letech minulého stoleti v Australii jako diagnostickd metoda pro hodnoceni stavu
rezistence. V tomto testu se méii ucinky 1ékti na vyvoj vajicek v infekéni larvy L3. Test se
provadi v kapalném médiu nebo v tenké vrstvé kapalného agaru a v fad¢ studii byl dostatecné
spolehlivy vii¢i vSem tfem hlavnim skupindm tfiddm anthelmintik. Nedavno vSak bylo zjisténo,
ze test je také prukazny u 1éku monepantel [19]. Pii pouziti kapalného média lze test provadét
v 96 jamkové mikrotitracni desticce. Tento test je Casové méné ndro¢ny a technicky jednodussi
na provedeni nez tzv. mikro-agarovy test vyvoje larev (MALDT). U tohoto typu testu se horni
kapalna faze na povrchu agaru musi pfenést na novou mikrotitracni desticku a nasledné povrch
agaru 2-3x oplachnout. Nevyhodou MALDT je, Ze neumoziuje pocitani larev a vajicek inverzni

mikroskopii [41].
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2.5.1.3 Test inhibice krmeni larev

Pti testovani novych anthelmintik se také vyuZiva test inhibice krmeni larev ve stadiu
L1 H. contortus. Metoda vyuziva bakterii Escherichia coli znacenou fluorescein-
isothiokyanatem, ktery umozni snadno odliSit autofluorescenci typickou pro parazitické
hlistice. Po n¢kolikahodinové expozici 1éCiva se k detekci pouziva fluorescenéni mikroskop
a hodnoti se fluorescence ve stieveé parazita na stupnici 0 az 4, kdy 0 znaci zddnou fluorescenci
a 4 maximalni fluorescenci. Tento test naptiklad potvrdil inhibi¢ni uc¢inek houbovych lektint

na larvy H. contortus [38, 42]

2.5.1.4 Test inhibice migrace larev

Test inhibice migrace larev je dal§im testem vyuzivanym u L3 larev. Larvy jsou
inkubovany v riznych koncentracich 1é¢iva, naptiklad ivermektinu, v inkubacni desti¢ce na 24
hodin. Po této dobé& se cely obsah kazdé jamky pfenese na sita zavéSend v fadach A a C 24
jamkové desticky a ponecha se migrovat dalSich 24 hodin. Poté se sita opatrné¢ vyjmou
a vSechny larvy ulp€lé na vné€jsi strané¢ migracni komory jsou vymyty zpét do jamek. Larvy,
které nemigrovaly a zGstaly na situ, jsou proplachnuty do odpovidajici jamky dalsi fady (fada
B a D). Larvy migrované v jamkach fady A a C a larvy nemigrované v fadach B a D jsou
spocitany pod sterecomikroskopem. Populace larev se testuje v osmi koncentracich 1éciva
v duplikatech a provadi se pozitivni kontrola za pouziti DMSO. Vysledky tohoto testu urcuji
primérnou ECso pro rezistentni/citlivy izolat a také se stanovuje p-hodnota pro statistické

rozdily hodnot ECso dvou izolatl H. contortus [43].

2.5.1.5 Test motility

Pro sledovani motorické aktivity helmint neboli motility byl vyvinut tfikanalovy méfi¢
mikromotility. Tento méfic byl pouzit ke kvantitativnimu stanoveni pohybu cervti poté, co byli
vystaveni 1é€b&. Test se provadi ve zkumavce obsahujici larvy L3 s danou koncentraci 1é¢iva
v triplikatech a po 24hodinové inkubaci se zkumavka umisti do piislusného méticiho kanalu.
Pokud dochézi k pohybu H. contortus, dojde ke zmén€ lomu svételnych paprskl, a to vede
ke zméné¢ elektrického signdlu produkovaného fotodetektorem. Vystup tohoto métice se nazyva
jako index motility a je vhodnou veli¢inou pro miru motorické aktivity ¢erva, protoze mnozstvi
zmén v signalu pfimo souvisi s mnozstvim pohybu cerva. Mrtvi nepohyblivi cCervi
nebo Castecné paralyzovani vykazovali hodnoty srovnatelné stémi, které byly ziskany

ze slepych vzorkt [44]. Test motility byl také vyzkousen na dospélych jedincich H. contortus
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a ukazal se jako vhodny pro screening novych potencialnich 1é€iv. Po 24, 48 a 72 hodinach byly
testovaci zkumavky hodnoceny na zaklad¢ skore 0-3, pfiCemz 0 znacila zadny pohyb,
1 minimalni motilitu ¢erva. Pozorovani ¢ervii ve zkumavkach bez 1éCiva potvrdila, ze dospélci
H. contortus byli schopni udrZet stupent motility i po 72 hodinéch, srovnatelny s motilitou

na zacatku testu [45].

2.5.1.6 Test cytotoxicity

DalSim vyuzivanym testem u L3 infek¢nich larev H. contortus je methyl-thiazolyl-
tetrazoliovy (MTT) redukéni test. Tento test byl poprvé popsan v roce 1983 a jednd se
o neradioaktivni kolorimetricky test. Principem je redukéni reakce, pfi niZ jsou metabolicky
aktivni buniky schopny pieménit zluté ve vodé rozpustné barvivo MTT na tmavé modry ve vodé
nerozpustny formazan. Piesnéji tento d¢j zplsobuji mitochondridlni dehydrogendzy
a mitochondridlni elektronové nosi¢e. MTT test redukce méfi pocet a aktivitu zivych bunék

a mlZe byt vyuZit pro testy cytotoxicity, aktivity nebo Zivotaschopnosti [46].

2.5.2 Testy in vivo/ex vivo

Mezi hlavni in vivo testy vyuzitelné pro sledovani ucinnosti anthelmintik se fadi
kontrolovany test u¢innosti a test sniZzeni poctu vajicek ve stolici. Prvni zminény test porovnava
skuteCny pocet Cervli v gastrointestindlnim traktu pfi pitvé a porovndva ho u léCenych
a nelécenych kontrolnich zvitat. Tento test umoznuje identifikaci parazita na urovni druhu,
proto je spolehlivy, ale je Casové i pracné narocny. Druhy test porovnava pocet vajicek ve stolici
pted a po 1écbe. V literature nékdy najdeme oznaceni pro tento test jako FECRT — z anglického

pojmenovani ,,faecal egg count reduction test” [19, 34].

2.5.2.1 Metoda stanoveni ATP

Mezi nové biochemické metody vhodné ke zkoumdni potencidlnich 1é¢iv
na H. contortus muzeme zatadit test zivotaschopnosti dospélych jedincti a L3 larev, ktery je
zalozen na bioluminiscen¢nim testu obsahu ATP. Tento test je normalizovan na celkovou
koncentraci proteinu méfenou pomoci kyseliny bicinchoninové. ATP piedstavuje ukazatele
zivotaschopnosti a tento typ testu je vyuzivan pro méteni energetického metabolismu nebo také
zivotaschopnosti v riznych bunéénych kulturach. Pro kvantifikaci intraceluldarniho ATP se
pouzije enzym luciferdza. Luciferdza metabolizuje sviij substrat — luciferin pomoci ATP a tato

reakce vede k luminiscenci zavislé na ATP. Vznikly produkt oxyluciferin emituje viditelné
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detekovatelné svétlo, a tudiz signdl reakce je zaloZeny na intenzit€¢ chemiluminiscence.
Do laboratofie je vétSinou dodavan v lyofilizovana formé¢ a m¢l by byt v dostatecném piedstihu
rekonstituovan, aby bylo ziskano ¢inidlo se spolehlivou aktivitou. S enzymem se musi zachazet
peclive a zabranit piipadné kontaminaci ¢inidla ATP z prstii a jinych vzorkd a €inidel [47, 48].
Luciferdzu lze ziskat izolaci ze tfi skupin hmyzu: svétlusky, kovatikoviti a Phengodidae, jejich
luciferazy jsou si velmi podobné ve své strukture. Kromé substratu luciferinu a ATP vyzaduji
jesté dalsi substraty a kofaktory jako je kyslik nebo hotecnaté kationty. Dalsi vlastnosti
luciferazy je jeji rychlost rozpadu a citlivost na svétlo [49]. Luciferdza byvéa komeréné dodavana

spole¢né s ATP standardem jako souc¢ast ATP bioluminiscen¢niho testu [50].

Luciferin pfedstavuje bézné¢ pouzivané Ccinidlo v biotechnologii a monitorovani
onemocnéni ¢i ucinnosti 1é¢iv. Komercné dostupny, synteticky D-Luciferin se vyuziva pro jeho

dobrou rozpustnost ve vodé¢ a toleranci v zivém organismu [51].

Nevyhodou tohoto testu je interindividudlni rozdilnost v hladiné ATP u dospélych
jedinct H. contortus a také interference biologickych latek jako jsou soli, organické malé
molekuly nebo proteiny, které mohou zplsobit degradaci ATP. Vyhodou je, ze tato
kvantitativni metoda nevyzaduje mikroskopovani jako nékteré star$i metody a jedna se
o jedinou biochemickou dostate¢né citlivou metodu zamétenou na dospélé stadium cerva,

zpusobujiciho haemonchézu [52].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 (il prace

Cilem mé diplomové prace bylo vyzkousSet novou metodu stanoveni viability dospélcii
H. contortus a vyuzit ji pro testovani anthelmintické ucinnosti novych derivata

benzyloxyamidu. Dil¢imi tkoly pak bylo:

e Infikovat ovce (chované v akreditované experimentdlni farm¢) a ziskat vajicka

a dospélce tti kmentii H. contortus s riiznou citlivosti na anthelmintika
e Sledovat vliv 13 novych derivati benzyloxyamidu na lihnuti vajicek H. contortus

e Vyzkouset novou metodu stanoveni viability dospélci H. contortus pomoci

bioluminiscen¢ni analyzy ATP

e Sledovat vliv béZzn€ pouzivaného anthelmintika levimisolu a 13 novych derivati

benzyloxyamidu na viabilitu dospélcti H. contortus

e Porovnat ucinnost vybranych derivati v citlivém kmeni ISE a v rezistentnich

kmenech IRE a WR H. contortus
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3.2 Material

3.2.1
1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

3.2.2

Pouzité chemikalie

ATP Bioluminescence assay kit CLS II (vyrobce Roche)

BCA assay kit (vyrobce ThermoFischer)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Mr=78,13 g/mol)

Ethylenndiamintetraoctova kyselina (EDTA, vyrobce Sigma, Mr=372,24 g/mol)
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS, pH 7,4)

Hco médium (fyziologicky roztok F1/1 0,9 % NaCl)

Kohoutkové voda

Lugoliiv roztok jodu

Redestilovana voda

Sheathertiv flotaéni roztok (&isty nenasyceny sacharézovy roztok, hustota=1,27 g.cm™)
Sonifikac¢ni roztok (,,Sonification solution*; SONOP)

Suchy led

Trisaminomethan (Tris, vyrobce Merck, Mr=121,14 g/mol)

Tris/EDTA pufr (100mM Tris-HCI, 2mM EDTA pufr, pH 7,6-8,0)

Spotiebni material

. Agar

Homogenizacni kulicky, zirkonové Silibeads

Injekeni stiikacka 8 ml

Jednorazové sterilni Spicky, Eppendorf

2ml mikrozkumavky se Sroubovacim vickem

Nesterilni 96 jamkové desticky Cerné, Black flat bottom 96-wells plate, Costar
Nesterilni 96 jamkové desticky, Greiner

Plastové zkumavky, Falcon
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9. Sacky na trus
10. Sterilni 24 jamkové desticky
11. Rukavice

12. Vialky, Eppendorf

3.2.3 Biologicky material
- Ovce chované v akreditované farmé¢ Byst
- Vajicka, dospélci H. contortus

- Zasobni L3 larvy H. contortus

3.3 Pomiicky a pFistroje
1. Laboratorni sklo (kadinky, odmérny valec, sklenéné tyCinka, ...)
2. Pipety, Eppendorf
3. Automatické pipety, Eppendorf
4. Multikanalové automatické pipery, Eppendorf
5. Stojanky na zkumavky
6. Homogenizator, FastPrep
7. Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge, Thermo Fischer Scientific
8. Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf
9. Vortex, mini shaker
10. pH metr
11. Analytické vahy
12. Elektromagnetickd michacka
13. Michadlo
14. Zelezné tycky
15. Inkubator, stolni inkubator

16. Mrazici box, lednice



17. Tecan Infinite M200, Spark Control Tecan v. 2.2, Tecan
18. Thermomixer Comfort, Eppendorf

19. Molekulové sito 20-25 um, 100 um, 250 um
20. Tacy

21. Trychtyt

22. Akvarium

23. Kanystry s F1/1

24. Alobal

25. Teplomér

26. Varic¢, vareCka

27. Hrnec

28. Vyvéva, hadice

29. Skiipce

30. Pinzeta

31. Gaza

32. Programy Microsoft Excel, Graphpad Prism

3.4 Metody

3.4.1 Priprava roztoku a dal§iho materialu

3.4.1.1 Priprava agaru

Do kadinky bylo navazeno 30 gramt agaru, ptidalo se 500 ml studené vody a vytvorila
se kaSe. Pfedem se ohtéla voda v rychlovarné konvici a hrnec se naplnil 1,5 I vody a poté ptidalo
se 500 ml agarové kasSe. Obsah se ptivedl do varu za stalého michani vareCkou a nechal se par
minut probublat, aby se agar rozpustil. Do agaru se ptidé€lal teplomér a postupné se chladil
pod tekouci studenou vodou na 48 °C. Do hrnce se ptidalo michadlo, ptikryl se alobalem a dal
na magnetickou michacku. Bylo dilezité regulovat teplotu na stalych 48 °C a soucasné hlidat

michadlo.

30



3.4.1.2 Priprava fyziologického roztoku F1/1

Pro ptipravu fyziologického roztoku bylo pouzito 81 g NaCl a tepla kohoutkova voda
(38 °C) o objemu cca 9 litri. Po rozpusténi soli byl roztok pfelit pies trychtyf do akvaria

a kanystrii. Tento roztok byl pouzit pro oplach slezu a doplnéni akvéria.

3.4.1.3 Priprava SONOPu

SONOP byl ptipraven smichdnim ethanolu (70 % v/v) + 2 mM EDTA (Mr=372,24
g/mol) vysledné pH=10,9. Nejprve se rozpustila EDTA v redestilované vode¢, poté se upravilo

pH a doplnilo se 96 % ethanolem. SONOP se uchovéval v lednici.

3.4.1.4 Priprava 6M HCI

Roztok 6M HCI byl ziskan smichanim 52,98 ml v laboratofi dostupné 35 % HCI

(=kyselina chlorovodikovd) s 47,02 ml redestilované vody.

3.4.1.5 Priprava Tris/EDTA pufru

Pro ptipravu jednoho litru pufru bylo rozpusténo 12 g Tris a 0,74 g EDTA (Mr=372,24
g/mol) v 600 ml redestilované vody, upravilo se pH pomoci 6M HCI a doplnilo redestilovanou

vodou do jednoho litru. Vysledné pH bylo 7,6-8,0.

3.4.1.6 ATP standard

Komerén¢ dodavany roztok ATP standardu byl nafedén redestilovanou vodou
na koncentraci 10 mg/ml a po nafedéni byl uchovavan v mrazicim boxu pii -20 °C po dobu

maximaln¢ 4 tydnt.

3.4.1.7 Priprava roztoku luciferazy

Komeréné dostupnd lyofilizovana luciferdza byla rozpusténa v 10 ml redestilované
vody a pred pouZitim se nechala 5 minut stat. Aby se luciferdza rozpustila, opatrné se
pieklapéla. Rozpusténa luciferdza byla uchovavéana v mrazicim boxu pii -20 °C a po rozmrazeni

byla vytemperovana na pokojovou teplotu cca 30-60 minut.
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3.4.1.8 Pracovni roztok C

Pracovni roztok C pro stanoveni bilkoviny byl pfipraven smichanim roztoku A

(NaHCO3, Na,CO3, BSA v 0,1M NaOH) s roztokem B (4 % CuS0O4.6H>0) v poméru 50:1.

3.4.1.9 Zirkonové kulicky

Mix kulicek byl pfipraven smichanim kulicek ve velikosti 1,0mm; 1,4mm; 2,0mm

v pom¢ru 1:1:0,5.

3.4.2 Infikace ovci a sbér trusu

Pro infikaci ovci H. contortus byly pouzity zasobni L3 larvy, které byly ponechany pies
noc na situ o velikosti 20-25 pm a po jejich pfechodu pies sito sedimentovany kénickych
sklenénych nadobach. Poté bylo potifeba ziedit mnozstvi larev v kadince, tak aby byla
koncentrace 1000 L3/ml, to znamend deset larev L3 v 10 pl kapce pod mikroskopem. Larvy
bylo potieba pied pipetovanim neustdle promichavat, aby nedoslo k jejich shlukovani.
Pro nakazeni ovci se pouzilo 6000-8000 L3 v 8 ml injekéni stiikace. Na kazdy kmen byla
pfipravena jedna injek¢ni stiikacka. Pfed nakazenim bylo potieba promichat larvy ve stiikacce

kyvavym pohybem.

Sacky na trus byly pfedem popsany, upevnény kolem fitniho otvoru ovce pomoci
cvockl za vinu a ponechany pil dne az den. U samic bylo potieba davat pozor, aby se do sacku

nedostala moc¢. Poté se sacky sebraly a zavezly do laboratote.

3.4.3 lzolace vaji¢ek H. contortus

Izolace vajicek z trusu byla provedena za pomoci soustavy sit o rozmérech 250, 100
a 25 um. Pred zacatkem prace se trus vlozZil do velké kadinky a zalil studenou kohoutkovou
vodou. Poté se trus opatrn¢ rozmixoval na kasi. Kazdé sito se umistilo na tac a nejprve se trus
nalil na nejvétsi 250 pm sito. Kase z trusu se pasirovala pfes sito za pomoci rukou a sito bylo
nékolikrat promyto vodou. Filtrat z prvniho sita se pfelil na druhé 100 um sito a opét se kase
piepasirovala. Pot¢ se filtrat nalil na tfeti sito o velikosti 25 um a proplachoval se vodou, dokud
filtrat nebyl Cisty. Vajicka se zachytila na tfetim situ a tento obsah se pfenesl do 50 ml plastové
zkumavky a doplnil kohoutkovou vodou. Zkumavky se daly do centrifugy a stoCily na 3 minuty
pii 1600 rpm. Po centrifugaci se supernatant jednim tahem vylil a k filtrdtu se ptidal

modifikovany Sheathertv flota¢ni roztok. Nejprve se roztok ptidal do ¥ zkumavky, zamichal
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kovovou ty€kou a poté byl doplnén az po vrchol. Zkumavky se promichaly pieklopenim a opét
byly umistény do centrifugy na 3 minuty pii 1000 rpm. Timto nam vajicka vyplavala na povrch
a tvorila svétlejsi povlak. Supernatant s vajicky (cca 3 ml) se odebral za pomoci 1 ml pipety
do 15 ml plastové zkumavky, byl doplnén flotaénim roztokem, zamichan a znova stoCen
v centrifuze pii 1000 rpm 3 minuty. Kvili pfecisténi se z kazdé zkumavky odebral cca 2 ml
supernatant do nové 15 ml zkumavky, doplnil se flotacni roztokem a stoc¢il pii 1000 rpm na 3
minuty. V poslednim kroku se z kazdé zkumavky odebral cca 2 ml supernatant do nové 15 ml
zkumavky a do této zkumavky se vyplachlo vicko redestilovanou vodou. Zkumavka se doplnila
vodou, dobfe promichala a stocila pfi 1600 rpm na 3 minuty. Poté se vylil supernatant jednim
tahem, piidalo se trochu vody a spojily se stejna vajicka do jedné zkumavky, doplnilo se vodou
az nahoru a centrifugovalo pii 1600 rpm 3 minuty. VSechen supernatant byl odebran a ptidalo
se cca 2 ml studené vody z kohoutku, vzorek se rozmichal a podle potfeby vice natedil. Poté se

mohla vajicka spocitat pod mikroskopem.

Pro urceni koncentrace vajicek se pfesné znamy objem (napiiklad 6 ml) suspenze
vajicek prottepal a z prostiedku bylo odebrano 5x10 ul. Téchto 10 ul bylo napipetovano jako
kapicka na podlozni sklicko a pod mikroskopem spocitan pocet vajicek. Z péti kapicek se udélal
pramér a byl piepocitan na 1 ml suspenze. Podle objemu suspenze jsme ziskaly celkovy pocet
vajicek.

Priklad:

Citlivy kmen ISE: 150, 137, 142, 129, 127 = o 137 vajicek/10 pl = 13 700 vajicek/l1 ml = 82
200 vaji¢ek/6 ml celkem.

Rezistentni kmen WR: 129, 117, 103, 98, 93 = ¢ 108 vajicek/10 pl = 10 800 vajicek/1 ml = 64
800 vajicek/6 ml celkem.

3.4.4 Test lihnuti vajicek

Pro izolaci vaji¢ek byla pouzita sachar6ézova flotace a Cerstvé izolovana vajicka byla
inkubovana v 96 jamkovych desti¢kach pii 27 °C po dobu 48 hodin. Inkubace bylo ukoncena
piidanim  Lugolova roztoku jodu snaslednym stanovenim poctu vajicek/larev
pod mikroskopem. Kazd4a jamka obsahovala pfiblizné¢ 50 vajicek/200 pl vodného roztoku
s testovanym BLK analogem. Koncentrace DMSO neptfesahla 0,5 % a kontrolni jamky
obsahovaly vodu s 0,5 % DMSO. Pro prvni testovani vSech 13 sloucenin byla pouzita vajicka

kmene ISE (Inbred-Susceptible-Edinburg, MHco3). V experimentu byly pouzity koncentrace
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1é¢iva 0,5; 5, 25 a 50 uM. Pomoci logaritmicko-koncentraéniho modelu se vypocitala hodnota
LCso neboli koncentrace lé¢iva, kterd zabrani lihnuti 50 % piitomnych vajicek a LCoo tj.
koncentrace 1éCiva, ktera zabrani lihnuti 99 % vajicek. Poté byl experiment zopakovan na

kmenech IRE a WR se slouc¢eninou 207 v koncentracich 0,1; 1, 10, 20, 30, 40 a 50 uM.

3.4.5 Izolace dospélca H. contortus

Nejprve se ptipravila 21 kadinka do poloviny naplnéna teplym fyziologickym roztokem
F1/1. Na malém tacu se rozstiihl slez, pokud bylo potfeba tak se jeho obsah vyhodil. Slez se
ptenesl do teplého roztoku F1/1 a jemné se mnul, tak aby se uvolnili dospélci H. contortus.
Pokud bylo potieba, slez se pienesl na dalsi Cisty tac s F1/1 a jesté se docistil. Kadinka
s uvolnénymi ¢ervy se umistila do inkubatoru a pockalo se, az sedimentuje obsah. Poté se
vyvévou opatrné odsalo co nejvice tekutiny a ptidal se agar v poméru 1:1. Obsah se promichal
a ihned nalil v tenké vrstvé na pfipravené tacy s gazou. Z delsi strany gézy byla pfivazana tycka
a upevnéna skfipci, pfipadn€ i druhd strana byla zatiZzena skiipci, aby se do ni nezamotéavali
dospélci. Po ztuhnuti agarové smési se tyto zavésy opatrné ponofily do akvaria tak, aby byly
zady k sobé a nedotykaly se dna. Zavésy se jest¢ prelepily a akvarium bylo doplnéno
pres trychtyt roztokem F1/1 opatrné o sténu. Dulezité bylo, aby byly agary zcela ponotené.
Pomoci svitici baterky se pozorovalo, zda jsou agary Cisté a postupné se odsavali dospélci

pomoci hadicky. Ty pak byli tfidéni podle pohlavi.

3.4.6 Tridéni Cervu

Predem bylo pfipraveno PBS, vysterilizovan inkubator a zapnut CO:-inkubator.
Ke tfidéni byly potfeba pinzety, stolni termostaty, kadinky a popfipad¢ cerné podkladové
papiry. Dospélci H. contortus se ttidili podle typickych morfologickych znakt pro samce (M)

a samice (F). Pfi tfidéni bylo potieba je neustale uchovavat v teplém PBS, aby neuhynuli.

3.4.7 Inkubace dospélci

Po rozttidéni dospélcii byli ¢ervi inkubovani ve 24 jamkovych destickach po dobu
48 hodin, kdy v jedné jamce byly 4 samicky (F) nebo 8 sameckit (M), jak je znazornéno
v tabulce 1. Dale byly do sloupce pipetovany kontrolni vzorky oznacené jako KF nebo KM,
kdy obsahovaly pouze médium s 0,1 % DMSO. V ostatnich jamkach bylo piipravené¢ Hco
médium s testovanym benzyloxyamidovym (BLK) analogem o pozadované koncentraci (c1 —

c6). Tyto latky byly pfedem rozpustény v DMSO a byly pfidédvany tak, aby koncentrace DMSO
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byla maximalné 0,1 %. Do jedné jamky se pipetovalo 1000 pul Hco média s testovanou latkou,
piidali se Cervi a desticka byla umisténa do inkubatoru na 48 hodin pii 37 °C. Po uplynuti 48
hodin byli ¢ervi z kazdé jamky oplachnuti v PBS a pfeneseni mékkou pinzetou do 2 ml
mikrozkumavek se Sroubovacim vickem se 100 ul SONOPu, které byly ihned pteneseny
do suchého ledu. Bylo potieba davat pozor, aby byli ¢ervi v SONOPu ponofeni. Vzorky byly

takto uchovavany v mrazicim boxu pfti -80 °C.

Tab. 1. Vzor rozvrzeni 24 jamkové desticky pro inkubaci

cl c2 c3 c4 c5 c6
F/M F/M F/M F/M F/'M F/M
F/M M F/M F/M F/'M F/'M

F/M F/M F/M F/M F/M F/M
F/M F/M F/M F/M F/M F/M

S |wE >

3.4.8 Testovani viability dospélcii

Vliv BLK analogl na dospélcich H. contortus byl testovan za pomoci méteni obsahu
ATP po 48 hodinach inkubace se zvySujici se koncentraci testovanych 13 BLK sloucenin
u dospélych jedinci kmene ISE. Poté byly vybrany tii nejicinnéjsi slou¢eniny a experiment byl
proveden jest¢ u kmene IRE a WR (IRE, Inbred-Resistant-Edinburgh, MHco5; a WR, White
River, MHco4). Kromé BLK sloucenin byl experiment proveden také na bézn¢ pouzivaném

anthelmintiku levamisol.

Viabilita byla hodnocena méfenim hladiny ATP pomoci protokolu vyrobce komeréniho
kitu ,,ATP Bioluminescence assay kit CLS II“, od firmy Roche. Pfed zahdjenim prace byla
centrifuga vychlazena na 4 °C a byly pfipraveny roztoky luciferdzy a ATP standardu.
Naredénim ATP standardu byla pfipravena kalibra¢ni kiivka (roztoky C1-C8) viz. tabulka 2.

Tab. 2. Rada roztok pro kalibraéni kiivku ke stanoveni ATP

V Tris/EDTA | ¢ ATP
REDENI [V [ul] [ul] [nM]
10 ul ATP-
A cinndard 990 165000
Cl 10 pl (A) 990 1650
C2 100 (C1) 400 330
C3 50 (C1) 450 165
C4 100 (C3) 400 33
Cs 50 (C3) 450 16,5
C6 100 (C5) 400 3,3
C7 50 (C5) 450 1,65
C8 (s)) 0 500 0

(V=objem, c=koncentrace, sl=slepy vzorek)
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3.4.8.1 Stanoveni ATP

Vzorky H. contortus se umistily do ledové 1dzn¢, aby nedochazelo k degradaci ATP.
Do kazdé zkumavky se pfidala jedna odmérka kulicek (mix velikosti) a 700 pl vychlazeného
Tris/EDTA pufru. Poté se vzorky zavickovaly a homogenizovaly po dobu 20 sekund
v homogenizatoru. Znovu se piidalo 700 pl vychlazeného Tris/EDTA pufru a znovu
homogenizovalo po dobu 20 sekund. V dalsim kroku se zkumavky centrifugovaly po dobu 10
minut pii 13 200 rpm a teplot¢ 4 °C. Poté se vzorky pipetovaly do ¢erné 96 jamkové desticky
v duplikatech. Nejprve se napipetovalo 50 pl pro kazdy kalibra¢ni bod v duplikatech. Poté se
pipetovalo 5 ul supernatantu vzorku a 45 pl Tris/EDTA pufru o pokojové teploté. Pouzité
koncentrace testovanych latek byly 0, 1, 25 a 50 uM. U tech nejicinné;sich latek se pak pouzily
koncentrace 0, 0,1; 1, 10, 25 a 50 uM. Ptipravena desticka se vzorky byla umisténa do pfistroje
Tecan. Tésné pred zahdjenim méfeni pomoci nastaveného programu, byl do jamek desticky
piidan roztok luciferazy, aby byla zahajena chemiluminiscenéni reakce zalozena na obsahu
ATP. Do kazdé jamky se rychle pipetovalo 50 pl roztoku luciferazy pomoci multikandlové
automatické pipety ve sméru meéfeni pfistroje, jak je znazornéno v tabulce 3. Méfila se
luminiscence pomoci nastaveného programu Spark na pfistroji Tecan po dobu 5 minut
pii pokojové teploté. Méteni probihalo v kinetickém moédu jedné minuty pro celkem 6 cykli,
kdy z kone¢ného cyklu byla naméfena luminiscence pouzita pro kvantifikaci koncentrace ATP.

Hladina ATP byla normalizovana na celkové mnozstvi proteinu v mg.

Tab. 3. Smér pipetovani luciferazy na desticku

Kalibra¢ni | Kalibra¢ni | 0 0,1 1 10 | 25 | 50
kiivka kiivka uM | uM | uM | pM | uM | uM

A —
B < |
c| —»

D - < «—
E > S
F — | 4—/‘/
G —> -

H < ]

36



3.4.8.2 Stanoveni bilkoviny

Ke stanoveni bilkoviny byl pouzit test, ktery kombinuje redukci médnatych iontd
na mé&d’né proteinem v alkalickém prostiedi, s vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou
detekci méd'ného kationtu kyselinou bicinchonovou (BCA). V prvnim kroku dojde k chelaci
medi s proteinem v alkalickém prostiedi za vzniku modrého komplexu. Ve druhém kroku
reaguje BCA s redukovanym médnatym kationtem, ktery vznikl v prvnim kroku. Vznikly
komplex BCA/méd’ je ve vod¢ rozpustny a vykazuje absorbanci pii 562 nm. Tento vysoce
pfesny proteinovy test vykazuje linearitu se zvySujici se koncentraci proteinu a umoziuje tak

stanoveni koncentrace proteinu v nejriznéjSich experimentech [53].

Vzorky zméfené pro stanoveni koncentrace ATP byly pouzity pro stanoveni bilkoviny.
Bilkovina se u vzorkt stanovila v tentyZ den, anebo byly vzorky zamrazeny pfi teploté -20 °C
a bilkovina stanovena jiny den. Pokud by byly vzorky rozmrazeny, bylo potieba je

zhomogenizovat a znovu zcentrifugovat (10 minut).

Pro méfeni bilkoviny se nejprve pfipravila kalibrac¢ni kiivka s pouzitim nafedéného
0,2 % hovéziho sérového albuminu (BSA) za pouziti Tris/EDTA pufru. Vysledny 0,04% roztok
BSA byl ziskan pétinasobnym tedénim — tj. pro piipravu 600 ul roztoku bylo pouzito 480 ul
redestilované vody a 120 pl 0,2 % BSA. Pro ptipravu kalibracni kiivky byly pfipraveny roztoky
1-6 dle tabulky 4. Supernatant ze vzorku a kalibracni kiivka byly pipetovany na 96 jamkovou
GAMA desticku. Nejprve se pipetovalo 10 ul bilkoviny ze zkumavek 1-6, pro kazdou
koncentraci Ctyfi paralelni méfeni. Poté se pipetovalo 10 pl supernatantu vzorku. Pomoci
automatické multikanalové pipety se pfidalo 200 ul pracovniho roztoku C. Desticka se
inkubovala 30 minut pii 37 °C 350 rpm na thermomixéru. Po této dob¢ se zméftila absorbance
pii 562 nm na pfistroji Tecan Spark. Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel

a nasledn¢ vyhodnoceny v podobé¢ grafii pomoci programu Graphpad Prism.

Tab. 4. Ptiprava kalibracni kiivky pro stanoveni bilkoviny

Koncentrace 0,04% roztok BSA TRIS/EDTA pufr
[ng/ml] v TRIS/EDTA pufru
1 0 0 200
2 80 40 160
3 160 80 120
4 240 120 80
5 320 160 40
6 400 200 0
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4. VYSLEDKY

4.1 Vliv BLK analogit na lihnuti vajicek

Test lihnuti vajicek (EHT) byl pouzit u vsech testovanych 13 BLK analogii na kmeni
ISE H. contortus. Vysledky jsou ukazany na obr. 11. Data byla uvedena jako primér =+ stiedni
chyba priiméru (SEM) ze tif nezdvislych experimenti se tfemi technickymi replikaty v kazdém
experimentu (n=3). Pro statistickou analyzu byla pouzita dvoucestna ANOVA s Dunnetovym
vicenasobnym srovnavacim testem. Z vysledki je ziejmé, Ze pouze slou¢enina BLKS8 inhibuje
lihnuti vajicek. K vyraznému sniZeni procenta vylihnutych vajicek doslo pti koncentracich 25

a 50 uM.

@ BLK1 @ BLK4 @ BLK7 —= BLK10
BLK2 Il BLKSBE BLKE B BLK11
1 BLK3 [ BLKG Bl BLKS B BLK12

Bl BLK13

150 =

—
[=}
(=]

1

h

]

% wylihlych larev
on
=
L

(vztaZené ke kontrole)

50

koncentrace [JM)]

Obr. 11. Test lihnuti vaji¢ek u 13 BLK sloucenin (H. contortus ISE kmen)
U jediné uc¢inné slouceniny BLKS8 byl test zopakovan na vajickach kmene ISE, IRE a WR
H. contortus (obr. 12). Data jsou uvedena jako prumér + SEM a ziskéna ve 4 nezavislych
experimentech se tfemi technickymi replikaty v kazdém experimentu (n=4). Z vysledkt je
patrné, Ze na nizké koncentrace BLK8 nebyl zadny z kmenti dostatecné citlivy. Pii vyssich
koncentraci BLKS doslo k viditelnému poklesu lihnuti vaji¢ek H. contortus ato i urezistentnich
kmeni IRE a WR. U koncentraci 20, 30, 40 a 50 uM byl pokles v lihnuti vajicek signifikantni
u kmenti ISE a WR (ve srovnani s kontrolou), u kmene IRE byl pokles signifikantni az
od koncentrace 30 uM. V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty ICso pro slouc¢eninu BLK8 u kmene
ISE, IRE a WR s 95 % intervalem spolehlivosti (CI). Hodnoty byly vypocitany z grafu,
kde byly pouzity logaritmické hodnoty koncentrace (obr.13). Hodnoty ICso slou¢eniny BLKS

pro vsechny tfi kmeny H. contortus byly srovnatelné.
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Obr. 12. Vliv latky BLKS na lihnuti vajicek H. contortus — ISE, IRE, WR kmen

(Oznaceni * je pouzito pro hladinu vyznamnosti p < 0,05 ve srovnani s kontrolou.)
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Obr. 13. Graf pro vypocet ICso pro BLKS na vajicka H. contortus — ISE, IRE, WR kmen

Tab 5. Hodnoty ICsopro BLKS (H. contortus — ISE, IRE, WR kmen)

ISE IRE WR
ICso 28.50 30.85 30.69
95% CI 25.79 - 33.72 28.86 - 34.32 26.54 - 45.69

4.2 Vliv BLK analogii na viabilitu dospélcii H. contortus

Testovani zivotaschopnosti bylo provedeno na dospélcich H. contortus po 48hodinové

inkubaci se zvySujici se koncentraci 13 testovanych BLK slou€enin. Vysledky koncentrace

ATP vztazené k mnozstvi proteinu byly normalizovany na kontrolu (dospélci inkubovani
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v médiu pouze s 0,1 % DMSO), ktera predstavovala 100 % Zzivotaschopnost [54]. Tato metoda
stanoveni ATP je vhodna pro kvantifikaci Zivych bunék a jeji normalizace na mnoZstvi
celkového proteinu umoziuje rozlisit rozdily ve velikosti mezi jednotlivymi dospélci.

Z vysledku méteni ATP se nejprve urcila koncentrace vzorku pomoci kalibracni kiivky
(obr. 14).
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Obr. 14. Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni ATP
Mnozstvi celkové bilkoviny ve vzorku bylo méfeno vysoce piesnou metodou BCA,

koncentrace byla urcena z kalibra¢ni kiivky vytvorené s vyuzitim BSA (obr. 15).
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Obr. 15. Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni koncentrace proteini
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Vyslednd viabilita H. contortus vychazi z naméfeného ATP vztazeného na celkovou
bilkovinu a je vyjadfena v procentech, kdy 100 % ptedstavuje dospélce, kteti nebyli inkubovani

s testovanou BLK slou¢eninou, ale pouze s médiem s DMSO.

4.2.1 Vliv 13 BLK analogi na viabilitu dospélcii ISE kmene

Podobné jako u testu lihnuti vajicek byl experiment proveden nejprve u kmene ISE, a to
zvlast pro samice a samce. Vysledky uvedené na obr. 16 byly ziskdny ze dvou nezavislych
experimentl se ¢tyfmi nebo osmi biologickymi replikaty v kazdém experimentu (n=12). Data
byla uvedena jako primér = SEM a pro statistickou analyzu byla pouZzita dvoucestnda ANOVA
s Dunnettovym vicendsobnym srovnavacim testem.
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Obr. 16. Vliv 13 BLK sloucenin na viabilitu dosp€lci H. contortus, ISE kmen. Data jsou
vyjadiena v procentech kontroly (=100 %)
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Signifikantni rozdil v koncentraci ATP ve srovnéni s kontrolou, byl u samic na kmeni
ISE u slou¢eniny BLK4 a BLKS8 v koncentraci 1, 25, 50 uM, u slouc¢eniny BLK3, BLK6, BLK7
v koncentraci 25 uM a u slouc¢eniny BLK12 v koncentraci 50 uM. U samct bylo vyrazné
sniZeni viability u slou¢enin BLK, BLK8 a BLK12. Na zaklad¢ vysledki a vypoctu plochy
pod kiivkou (AUC) byly vybrany tfi nejucinnéjsi sloueniny — BLK 7,8,12 a byly u nich
provedeny dalsi experimenty na kmenech ISE, IRE a WR.

4.2.2 Vliv sloucenin BLK7, BLKS8, BLK12 na viabilitu dospélctu ISE, IRE,
WR kmene

Kromé¢ tifi nejucinnéjSich testovanych sloucenin z ptedchoziho experimentu bylo
do testu zatazeno bézné pouzivané anthelmintikum levamisol (LEV) jako pozitivni kontrola.

Test byl opét proveden zvlast’ u samic i samct H. contortus (obr. 17), nejprve na kmeni ISE.
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Obr. 17. Vliv slouc¢enin BLK7, BLKS8, BLK12 a levamisolu na viabilitu dospélct H. contortus ISE
kmene
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Vysledky se ziskaly ze dvou nezavislych experimenti se ctyfmi replikaty v kazdém

z experimentli (n=8) a vysledna data byla uvedena jako pramér = SEM.

Z vysledku bylo vidét, Ze signifikantni u¢inek méla slou¢enina BLK 12 v koncentraci 50
UM u samic. U samcti méla signifikantni uc¢inek slou¢enina BLKS8 v koncentraci 0,1 uM
a slou¢enina BLK12 v koncentraci 10 pM. Koncentrace 25 a 50 pM téchto tii BLK (7,8,12)
sloucenin vcetné levamisolu byly prokdzany u samct jako ucinné. Nasledné byla uc¢innost
BLK7, BLKS8, BLK12 a LEV testovana na dospélcich vSe tfech kment ISE, IRE a WR.

Dosazené vysledky jsou prezentovany na obrazcich 18-21.
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Obr. 18. Vliv slou¢eniny BLK7 na viabilitu dospélct H. contortus kmene ISE, IRE a WR

Slou¢enina BLK7 u samic nesnizovala statisticky vyznamné viabilitu dosp€lcti u zadného

z kment. Nejucinngjsi byla na samce kmene WR, kde doslo je statistickému sniZeni jiz pfi
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koncentraci 0,1 uM. Plsobeni na samce kmene ISE bylo vyznamné od koncentrace 10 pM.

U kmene IRE nebyla latka BLK7 signifikantné G¢inna ani pii nejvyssi koncentraci.
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Obr. 19. Vliv slouc¢eniny BLKS8 na viabilitu dospélct H. contortus kmene ISE, IRE a WR

Slouc¢enina BLKS8 se nesnizovala viabilitu samic H. contortus. U samct doslo k vyznamnému
snizeni viability u kmene ISE jiz pfi koncentraci 0,1 pM, u kmene WR pfi koncentraci 10 uM

a u kmene IRE nebyla sloucenina BLKS8 signifikantné G¢inna.
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Obr. 20. Vliv slouceniny BLK 12 na viabilitu dospélct H. contortus kmene ISE, IRE a WR

U samic WR kmene slou¢enina BLK12 signifikantné snizovala viabilitu od koncentrace 1 uM.
Nejvyssi koncentrace 50 uM signifikantné snizila viabilitu u samic vSech kment. U samct
vSech kment se prokazala sloucenina BLK12 ucinné pii koncentracich 25 a 50 uM, navic

u kmene ISE byla G¢innd uz od koncentrace 1 uM.
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Obr. 21. Vliv levamisolu (LEV) na viabilitu dospélct H. contortus kmene ISE, IRE a WR

Levamisol byl u samic G¢inny pouze v koncentraci 50 pM u kmene WR. U samcti kmene ISE
pusobil signifikantni snizeni viability v koncentraci 25 a 50 uM. U samci kmene IRE a WR

nevykazoval signifikantni G¢innost.

46



5. DISKUSE

V poslednich letech nariista snaha o nalezeni novych anthelmintik, protoze piestavaji
byt u¢inné v disledku stale se zvysujici rezistence. Paraziticka hlistice H. contortus se postupné
stala odolnd vii¢i vSem hlavnim tfiddm anthelmintik. Po celém svété probihaji nejriiznéjsi
vyzkumy hledani novych u¢innych anthelmintik, a to nejenom proti H. contortus ale i jinym
parazitickym hlisticim u hospodaiskych zvitat. Experimentalnim modelem muze byt i napiiklad
Caenorhabditis elegans nebo Ostertagia ostertagi. Dillezitym aspektem pii hledani novych

1é¢iv je nejenom aby byly dostatecné ucinné ale také v podané davce bezpecné.

Pro sledovani ucinnosti novych potencialnich latek byla pouZzita metoda EHT,
ackoliv stddium vaji¢ek neni obvykle hlavnim cilem anthelmintik, tak se tato metoda velmi
Casto vyuziva pii hledani novych anthelmintik [54]. Tento test by v minulosti pouzit pro
zkoumani anthelmintik také u parazitickych motolic [55, 56]. Tato metoda v nasem
experimentu ukézala, Ze sloucenina BLKS8 by mohla byt potencidlnim wG¢innym
anthelmintikem, tim ze inhibovala lihnuti vajicek u citlivého i rezistentnich kmend. Mezi
skupinu ovocidnich anthelmintik patfi hlavné benzimidazoly [32]. Naproti tomu

imidazothiazoly tento ucinek postradaji [57].

V soucasné dobé¢ se ke stanoveni ucinnosti potencidlnich anthelmintik vyuzivaji testy
motility nebo vyvoje larev, které ptinasSeji znacné omezeni. Nejvetsim problémem téchto metod
je, Ze se testy neprovad¢jici na stadiich Cerva, proti kterym by méla anthelmintika ptisobit a také
zahrnuji ¢asove€ naro¢né mikroskopovani [52, 58, 59]. Metoda méfeni ATP byla vybrana kvli
tomu, zZe umoznila pozorovat ucinek potencialnich 1é¢iv na dospélcich ex vivo a funguje
na jiném principu nez dosud pouZivany test motility nebo test pfijmu potravy zaloZeny na jejim
radioaktivnim znaceni [5, 45]. U hlistic byl test stanoveni ATP pouzit zatim pouze u schistosom
[60] a voln¢ zijicich had’atek Caenorhabditis elegans [61], ale nebyl pouzit u zZadnych
gastrointestinalnich nematod. Navic tato metoda je jedinou biochemickou dostupnou metodou
na parazitické stadium, tedy na dospélce H. contortus. Nevyhodou ex vivo testovani na téchto

stadiich je Casové omezeni, ve kterém lze uchovat ¢erva v umélém kultivaénim médiu [52].

Pro stanoveni viability dospélcti H. contortus byla pouzita a optimalizovana metoda
bioluminiscenéniho stanoveni ATP [52], ktera se ukéazala jako vhodna pro porovnani ucinkt
jednotlivych BLK analogll. Zivotaschopnost neboli viabilita byla hodnocena pomoci
kvantifikace ATP, které je nezbytné pro Zivot kazdé bunky i celého organismu a jehoz

koncentrace pii smrti organismu rychle klesa. Metoda bioluminiscencniho stanoveni ATP byla
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vybrana z diivodu jeji vysoké citlivosti a také potieby malého mnozZstvi biologického materialu
[52]. Namétend koncentrace ATP byla normalizovana na celkové mnozstvi bilkoviny, aby se
eliminovaly rozdily ve velikosti jednotlivych ¢ervil. Testy byly provedeny oddé€lené u samic
asamcl H. contortus, protoze se v piedeSlych experimentech ukédzaly znacné rozdily
v citlivosti samcll a samic na anthelmintika. Z vysledk je patrné, Ze k vétSimu poklesu viability
vlivem BLK analogii dochdzelo spiSe u samcti nez u samic. Tato situace nastala i pfi testovani
viability pomoci ATP u znamych anthelmintik levamisolu a monepantelu, kdy na samice

nemé¢la tato 1é¢iva (narozdil od samcii) signifikantni ucinek [52].

Z testovanych 13 analogiit BLK jich nékolik signifikantné& snizovalo viabilitu dospélcti
H. contortus. Sloucenina BLKS, ktera inhibovala lihnuti vaji¢ek vSech kmenti H. contortus,
snizovala Zivotaschopnost dospélych samcti kmene ISE a WR. Z vysledki testl viability plisobi
slibné 1 slou¢enina BLK12, kterd se zd4d byt nejucinnéjsi na vSechny kmeny dospélcii
H. contortus. Dalsi slibnd sloucenina byla BLK7, ktera by mohla byt pfedmétem dalSiho
zkoumani jejiho Gc€inku na H. contortus. Aby tyto latky mohly byt povazovany za dostatecné
ucinné, bylo by vhodné provést dalsi testy na H. contortus jako napiiklad test motility, toxicity
a dalsi in vivo testy. Pfi zkoumani toxicity casto nastava problém, kdy koncentrace 1é¢iv nejsou
dostate¢né G¢inné a je potieba tyto experimenty zopakovat pii vyssich davkach [26]. Pokud by
se potvrdilo, Ze BLK slouceniny nebudou toxické, zbyva jesté provést klinické studie
na zvitatech, nez dojde ke schvaleni daného 1éciva. Jelikoz se jedna o parazitickou hlistici
hospodaiskych zvitat, mohla by tato potencialni anthelmintika piisobit i na jiné parazitické

hlistice.

V poslednich letech bylo syntetizovano nékolik novych latek s anthelmintickym
ucinkem, naptiklad bifenylamid a analogy pyrazolo[1,5-a]pyridinu, které inhibovaly motilitu a
vyvoj larev H. contortus [32]. Dal$i objevena sloucenina 1-methyl-1H-pyrazol-5-karboxamid
dala vzniknout souboru 64 analogl, kdy jeden z nich vyznamn¢ inhiboval vyvoj stadia L4
H. contortus [62, 63]. Béhem screeningu 480 malych molekul proti vajicklim i dosp&lcim
parazita Trichus muris byly objeveny dvé latky — s diaminothienopyrimidinovym a
dihydrobenzoxazepinonovym jadrem. Jednd se o potencidlni anthelmintika pii 1écbé
onemocnéni zvané trichuriazy [64, 65]. Pii testovani schvéalenych 1é¢iv v Americe s fadou
indikaci proti stadiu L3 méchovce Ancylostoma ceylanicum bylo zjisténo, ze 12 latek
vykazovalo dostatecny Gc€inek [66]. Tyto latky byly déle testovany proti v§em stadiim helmint
Ancylostoma ceylanicum, Heligmosomoides polygyrus a Trichuris muris a zjistilo se, ze

organofosforovy insekticid trichlorfon ptsobil proti v§em témto stadiim. Trichlorfon byl dale
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otestovan proti H. contortus, kdy vedl k signifikantnimu sniZeni poctu vajicek ve stolici u jehnat
infikovanych multirezistentnim kmenem. Trichlorfon byl podan peroralné v ddvce 100 mg/kg
télesné hmotnosti [67]. V klinickych studii je dale zkoumén dalsi schvaleny pesticid —
tolfenpyrad, jakozto slibny kandidat na anthelmintikum, protoZe zptsoboval inhibici motility
L3 a L4 larev H. contortus s hodnotami ICso v rozmezi 0,02 az 3 uM [68]. Jako dalsi slibné
anthelmintikum proti H. contortus bylo otestovano 1é¢ivo sertralin. Toto 1éCivo vyuzivané jako
antidepresivum, bylo inkubovano s dospélci H. contortus a metodou stanoveni viability pomoci
ATP bylo zjisténo, ze v koncentraci niz8i nez 75 pM neni toto 1é¢ivo toxické a zaroven je ucinné
na dospé€lce H. contortus [69]. Tento zavér o toxicit€¢ by mohl byt v budoucnu potvrzen i u

nekterych z vybranych 13 BLK analogt.

U slouceniny N-(benzyloxy)-4-(pentyloxy)benzamid (BLK127) byl nejnovéjsi studii
potvrzen anthelminticky ucinek na dospé€lce H. contortus. Tato sloucenina byla vybrana na
zaklad¢ screeningu 236 sloucenin, kdy se zjistilo, Ze indukovala fenotypové zmény
v infek¢nich larvach H. contortus [32]. BLK127 sice neméla inhibi¢ni G€¢inek na lihnuti vajicek,
ale zna¢n¢ snizovala zivotaschopnost dospé€lcit H. contortus u citlivych i rezistentnich kmeni.
Navic nevykazovala hepatotoxicitu ani pti nejvyssi testované koncentraci 100 uM a zda se byt

slibnym potencialnim kandidatem na nové anthelmintikum [70].
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6. ZAVER

V této diplomové praci byla vyzkouSena nova metoda stanoveni viability dospélct

H. contortus a byla vyuzita pro testovani anthelmintick¢ uc€innosti novych derivata

benzyloxyamidu. Zavérem lze fict, Ze:

Z infikovanych ovci (chovanych v akreditované experimentalni farmé v Bysti) byla
ziskana vajicka a dospélci tfi kment H. contortus (ISE, IRE a WR) s riiznou

citlivosti na anthelmintika.

Byl sledovan vliv 13 novych derivatd benzyloxyamidu na lihnuti vajicek

H. contortus. Derivat BLKS signifikantn€ inhiboval lihnuti vajicek.

Byla uspésné vyzkousena nova metoda stanoveni viability dospélctt H. contortus

pomoci bioluminiscen¢ni analyzy ATP.

Byl sledovén vliv bézné pouzivaného anthelmintika levamisolu a 13 novych
derivati benzyloxyamidu na viabilitu dospélct H. contortus, kmene ISE. Derivaty
BLK?7, BLK8 a BLK12 signifikantné sniZzovaly viabilitu dospélcti a byly u¢innéjsi

nez levamisol.

Uginnost derivati BLK7, BLKS8 a BLK 12 byla testovana i v rezistentnich kmenech
IRE a WR. Derivat BLK12 signifikantné sniZoval viabilitu samct 1 samic obou
rezistentnich kmenid. Na kmen WR pusobily signifikantné derivaty BLK7, BLKS8

pouze u samctl.
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7. POUZITE ZKRATKY

AR anthelminticka rezistence

ATP adenosintrifosfat

AUC plocha pod kiivkou

BCA bicinchonova kyselina

BLK benzyloxyamid

BSA bovinni sérovy albumin

BZ benzimidazolova (1éCiva)
CADD ,computer assisted drug design*
CI interval spolehlivosti

CO, oxid uhlicity

CuS04.6H,0O hexahydrat siranu méd’natého

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamin tetraoctova kyselina

EHT test lihnuti vajicek (,,egg hatch test™)

F female, samice

FECRT test na sniZeni poctu vajicek ve stolici (,,faecal egg count reduction test)
GABA kyselina y-aminomaselna

H>,O chemické znacka vody

HCl chlorovodikové kyselina

Hco médium médium pro H. contortus

H. contortus Haemonchus contortus

ICso polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace
ISE Inbred-Susceptible-Edinburg, MHco3 kmen H. contortus citlivy na
anthelmintika
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IRE

L1-14
LCso
LCoy9

LEV

MALDT
Mr

MTT
NaCl
NaxCOs3
NAD"
NADH
NaHCOs3
NaOH
PBS
PCR
PEP

pH

rpm
SEM
SONOP
SUKL
Tris

\7A%

Inbred-Resistant-Edinburgh, MHco5 kmen H. contortus rezistentni

anthelmintika

larvalni stadia H. contortus

koncentrace 1é¢iva, kterd zabrani lihnuti 50 % ptfitomnych vaji¢ek
koncentrace 1é¢iva, kterd zabrani lihnuti 99 % ptitomnych vaji¢ek
levamisol, anthelmintikum

male, samec

mikro-agar test vyvoje larev

veli¢ina molekularni hmotnost, jednotka g/mol
methyl-thiazolyl-tetrazolium

chlorid sodny

uhli¢itan sodny

oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid

hydrogenuhli€itan sodny

hydroxid sodny

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

polymerazova fetézova reakce

fosfoenolpyruvat

vodikovy exponent, téz logaritmické stupnice nabyvajici hodnot 0-14
otacky za minutu, vedlejsi jednotka soustavy SI pro frekvenci
stfedni chyba priméru

sonifikac¢ni roztok (,,sonification solution®)

Statni ustav pro kontrolu 1€¢iv

trisaminomethan

objemova procenta

na
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WR
°C

White River, MHco4 kmen H. contortus rezistentni na anthelmintika

stupen Celsia, jednotka teploty
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