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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra biochemických věd  

 

Kandidát: Bc. Magdalena Mičundová 

Školitel: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Název diplomové práce: Využití nových ex vivo testů pro nalezení syntetických látek 

s anthelmintickým účinkem 

 

Vlasovka slézová (Haemonchus contortus) je parazitická hlístice způsobující nemoc 

haemonchózu u ovcí a koz. Tento celosvětové rozšířený parazit se živí krví hostitele, 

čímž způsobuje anémie a edémy, které mohou vést až k úmrtí zvířete. Pro léčbu haemonchózy 

se používají anthelmintická léčiva, která v poslední době přestávají být účinná v důsledku 

lékové rezistence hlístic. Proto je nezbytné hledat nová léčiva, která budou účinná i 

u rezistentních kmenů hlístic. V této práci byl zkoumán anthelmintický účinek 13 nových 

derivátů benzyloxyamidu (BLK) na vajíčkách a dospělcích H. contortus. Nejprve byl použit 

test líhnutí vajíček, v němž byla nejúčinnější sloučenina BLK8. Na dospělcích H. contortus 

byla pro sledování vlivu BLK analogů na viabilitu využita nová metoda bioluminiscenčního 

stanovení adenosintrifosfátu (ATP). Účinnost BLK analogů byla porovnána s účinkem 

klasického anthelmintika levamisolu. Z výsledků je zřejmé, že několik BLK analogů (zvláště 

BLK7, BLK8 a BLK12) signifikantně snižuje viabilitu dospělců H. contortus, a to jak u kmene 

citlivého (ISE), tak u kmenů rezistentních (IRE a WR) na běžná anthelmintika. Tyto sloučeniny 

budou předmětem dalšího testování toxicity a in vivo účinnosti proti H. contortus. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Charles University 
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Title of diploma thesis: The use of new ex vivo tests to find synthetic compounds with 

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. ÚVOD 

V této diplomové práci jsem se věnovala testování účinnosti nových syntetických 

sloučenin na vlasovku slézovou (Haemonchus contortus). Tato parazitická hlístice se živí krví 

v gastrointestinálním traktu ovcí a koz a tím svému hostiteli výrazně škodí. Nemoc způsobená 

tímto červem se nazývá haemonchóza a k její léčbě se využívají anthelmintika. Ve veterinární 

praxi se používá několik tříd anthelmintik, avšak v posledních letech dochází k nárustu 

rezistence parazitů vůči dostupným léčivům. Jelikož se jedná o celosvětový problém, je snaha 

o nalezení nových účinných anthelmintik v popředí vědeckého zájmu. 

Pro vývoj nových léčiv jsou nezbytné vhodné testy účinnosti látek s potenciálním 

anthelmintickým účinkem. Většina těchto testů je prováděna na vajíčkách a larvách 

H. contortus. Pro testování nových potenciálních anthelmintik na dospělcích H. contortus byla 

na katedře biochemických věd Farmaceutické fakulty UK zavedena a optimalizována metoda 

měření hladiny adenosintrifosfátu (ATP). 

Ve své diplomové práci jsem se zabývala 13 novými deriváty benzyloxyamidu, které 

byly syntetizovány v ,,Institute of Pharmaceutical and Medicinal Chemistry, Heinrich-Heine-

University“ v Düsseldorfu. Vajíčka a dospělci H. contortus byli izolováni z trusu a slezu 

infikovaných ovcí chovaných na akreditované farmě v Býšti. Účinnost derivátů 

benzyloxyamidu na líhnutí vajíček a na viabilitu dospělců byla sledována na třech kmenech 

H. contortus – v kmeni citlivém na běžně používaná anthelmintika - ISE (,,Inbred-Susceptible-

Edinburgh”, MHco3) a v kmenech rezistentních - IRE (,,Inbred-Resistant-Edinburgh”, MHco5) 

a WR (,,White River”, MHco4). 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Haemonchus contortus 

H. contortus, gastrointestinální parazit rodu Haemonchus, čeledi Trichostrongylidae, 

kmene Nematoda [1, 2], je známý kvůli celosvětové distribuci a neblahým ekonomickým 

dopadům pro mnoho farmářů. Za jeho globalizaci z původního afrického kontinentu je 

zodpovědná vysoká míra genetického polymorfismu, díky které se přizpůsobil různým 

klimatickým podmínkám. Můžeme ho tak kromě tropických a subtropických oblastí, kde jsou 

podmínky pro jeho vývoj nejpříznivější, najít i v chladnějších oblastech za polárním kruhem. 

Ačkoliv H. contortus může parazitovat na širokém spektru kopytníků, známý je především jako 

parazit ovcí a koz [1, 3]. 

2.1.1 Morfologie a životní cyklus 

Dospělci mají nitkovitý tvar, samice bývají zpravidla větší (25-30 mm) než samci (10-

20 mm). U samic je makroskopicky viditelná bílá, vajíčky naplněná děloha, která se omotává 

kolem krví naplněného střeva (obr. 1a). Díky tomuto propletení se H. contortus v angličtině 

označuje jako „barber pole worm“ [4]. Obal vajíček těchto hlístic je tvořen třemi vrstvami 

a chrání je před pronikáním toxických látek. Toto zajišťuje hlavně mezivsrtva chitinu, která 

představuje spojení chitinových fibril obklopených proteinovou vrstvou [5]. Tělo dospělého 

H. contortus je chráněno tzv. kutikulou, kterou vylučují buňky epidermis, a během růstu 

a vývoje se obvykle obnovuje. V hlavové části mají ústní kapsulku s kyjovitým zubem, díky 

kterému narušují cévy hostitele, čímž umožní přístup k jeho krvi. Dále se zde nachází cervikální 

papily (výběžky), které slouží jako hlavní smyslové orgány [6, 7]. Pro hlístice jsou typické 

podélné svaly, které jsou šikmo uspořádány do pásů. S hlavním tělem svalu jsou propojeny 

nervové provazce. H. contortus má specializovaný tubulární vylučovací systém se třemi kanály, 

ty jsou uspořádány do tvaru písmene ,,H“ [6]. Pro kopulaci jsou samice opatřeny vulvou 

na kaudální straně těla, do které se samci zasouvají pomocí tzv. spikuly. Spikuly samců jsou 

krátké, masivní a na konci nitkovité a tvoří kopulační burzu typickou pro kmen Nematoda 

(obr. 1b) [6, 7]. 
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Obr. 1. Různá vývojová stádia H. contortus. a) dospělec H. contortus – samice;  b) dospělec 

H. contortus samec; c) vajíčka a L2 H. contortus. Fotografie byly pořízené na konfokálním 

mikroskopu na Farmaceutické fakultě UK. Autor: Linh Thuy Nguyen, Katedra biochemických věd, 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové. 

Vývoj H. contortus je přímý, tj. bez účasti mezihostitele. Dospělá samička klade okolo 

5000 až 6000 vajíček denně, které opouští tělo hostitele společně s výkaly [4]. Po oplození se 

vajíčko rozdělí na 16-32 blastomer [8] a během jednoho dne se vylíhne larva prvního stádia 

(L1), která poté svléká svou kutikulu za vzniku druhého (L2) a třetího (L3) larválního stádia 

(obr. 1c). Celý tento proces trvá přibližně jeden týden. L3 je infekční stádium, a pokud je spolu 

s potravou pozřena hostitelem, vyvíjí se na larvu čtvrtého stádia (L4), která se již živí krví 

hostitele a přibližně za tři dny se změní v dospělce [7-10]. Schéma životního cyklu znázorněno 

na obrázku 2. 

 

Obr. 2. Schéma životního cyklu H. contortus. Vajíčka obsažená ve výkalech kozy se během 4-6 dní 

vyvíjí v L1 až L3 na základě vnějších podmínek. Larvy jsou pak pozřeny kozou [11]. 

 

a) b) c) 
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2.1.2 Metabolismus 

H. contortus stejně jako mnoho dalších organismů využívá sacharidy jako zdroj energie, 

aminokyseliny pro syntézu proteinů, kyslík a další živiny pro specifické biosyntetické dráhy 

[12]. Zdroj živin a využívané metabolické dráhy se liší v závislosti na vývojovém stádiu 

H. contortus. Zatímco vajíčka si musí vystačit se svými zásobami, larvy získávají potřebné 

živiny konzumací mikroorganismů a L4 a dospělci je přijímají z krve hostitele. Živiny mohou 

být u dospělců absorbovány také skrze kutikulu. Sacharidy, které slouží jako hlavní zdroj 

energie pro řadu organismů, mohou být při nedostatku potravy u H. contortus získány degradací 

zásob glykogenu. Dospělci H. contortus je též dokáží syntetizovat z acetátu, mastných kyselin, 

CO2 a glukózy [12, 13]. 

Na rozdíl od larev, které se nacházejí v aerobních podmínkách a mohou tak pro svůj 

metabolismus využívat Krebsův cyklus, dospělci jsou závislí na glykolýze za anaerobních 

podmínek [12]. Během glykolýzy za aerobních podmínek je molekula glukózy rozštěpena 

na dvě molekuly pyruvátu za produkce ATP a redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu 

(NADH). Pyruvát poté vstupuje do Krebsova cyklu, kde je řadou reakcí přeměněn 

na oxalacetát. Během této přeměny jsou redukovány molekuly oxidovaného 

nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+), které jsou dále využity v dýchacím řetězci pro tvorbu 

dalších molekul ATP, za vzniku H2O a CO2 [14, 15]. Dospělci H. contortus nejsou schopni 

degradovat sacharidy na CO2 a H2O pomocí Krebsova cyklu, ale za anaerobních podmínek 

degradují glukózu do stupně fosfoenolpyruvátu (PEP), který je karboxylován za vzniku 

oxalacetátu a následně redukován na malát. Malát je poté transportován do mitochondrií, 

kde dochází k jeho degradaci dvěma různými cestami. Část malátu je oxidována na acetát a část 

je redukována na sukcinát, který může být dále metabolizován na propionát. Důvodem pro tyto 

dvě cesty degradace malátu je ten, že za anaerobních podmínek kyslík nemůže sloučit jako 

příjemce elektronu, a tak reakce, při kterých dochází ke vzniku NADH, musí být v rovnováze 

s reakcemi, při kterých se NADH spotřebovává [12, 16]. Obecné schéma glykolýzy 

za aerobních a anaerobních podmínek je znázorněné na obrázku 3. 
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Obr. 3. Obecné schéma glykolýzy za aerobních a anaerobních podmínek u parazitických červů. 

Zatímco aerobní cesty jsou indikovány prázdnými šipkami, anaerobní cesty jsou indikovány šipkami 

plnými. Zkratky: AcCoA, Acetyl-CoA; ASCT, acetát:sukcinát CoA-transferáza; C, cytochrom c; CI-

CIV, komplexy I-IV dýchacího řetězce; CITR, citrát; FRD, fumarát reduktáza; FUM, fumarát; MAL, 

malát; Methymal-CoA, methylmalonyl-CoA; OXAC, oxalacetát; PEP, fosfoenolypyruvát; PROP, 

propionát; Prop-CoA, propionyl-CoA; PYR, pyruvát; RQ, rhodochinon; SDH, sukcinát dehydrogenáza; 

SUCC, sukcinát; Succ CoA, sukcinyl CoA; UQ, ubichinon [16]. 

2.2 Haemonchóza 

Onemocnění způsobené H. contortus se nazývá haemonchóza, a protože se jedná o krev 

sajícího parazita, hlavní příznaky jsou důsledkem ztráty krve. Podle velikosti infekce pak 

hostitelé nejčastěji trpí různým stupněm anémie, edémy či hypoproteinémií. Dále můžeme 

pozorovat špatnou kvalitu srsti nebo ztrátu vlny u ovcí a úbytek na váze [4]. Podezření 

na haemonchózu nastává u náhlého úhynu hospodářských zvířat, ale je potřeba toto 

onemocnění správně diagnostikovat. Pro potvrzení diagnózy využíváme laboratorní metody 

společně s klinickými a epidemiologickými informacemi o daném chovu [5]. 

2.2.1 Diagnostika 

Mezi hlavní diagnostické metody haemonchózy patří morfologická identifikace vajíček 

a parazitů, stanovení klinického krevního obrazu a vizuální hodnocení stupně anémie testem 

FAMACHA [7]. Morfologické znaky vajíček však nemusí být specifické pro H. contortus, 
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ale shodná vajíčka produkují také ostatní druhy rodu strongylis. Nicméně množství více 

než 4000 vajíček na gram stolice obzvláště v teplých a vlhkých podmínkách jsou 

s haemonchózou často spojené [4]. Diagnostika testem FAMACHA, jehož název je odvozen 

od jmen Fafa, Malan a Chart, je populární metoda v tropických a subtropických zemích, která 

představuje vizuální hodnocení anémie pomocí určování barvy spojivek u koz. Toto hodnocení 

se klasifikuje na stupnici 1–5 a příklad je uveden na obrázku 4. Dále se využívají molekulární 

metody, imunologické postupy a posmrtné nálezy při pitvě [7]. Mezi prvními používanými 

molekulárními metodami byl Southern blotting s využitím repetitivní DNA hybridizační sondy. 

Tato metoda však vykazovala nízkou senzitivitu a specifitu [8]. Novodobé pokroky 

v molekulárních technologiích umožnily identifikaci druhů hlístic metodou polymerázové 

řetězové reakce (PCR). Metoda PCR byla založena na amplifikaci DNA z vajíček hlístic 

získaných z výkalů. Potenciál PCR metody také vedl ke kvantifikaci zátěže červy a nahradil 

tím starší metody. Dostupnost těchto metod v parazitologických laboratořích umožnila 

automatizace PCR, slouží tak k doplnění tradičních metod, kde představují výhodnější 

a rychlejší zpracování vzorků a jejich vyhodnocení [17].  

Pokud se toto onemocnění neléčí, může dojít k úmrtí zvířete. Existují však výrazné 

rozdíly ve vnímavosti k haemonchóze. Neplatí zde tedy pravidlo, že všechna postižená zvířata 

bez léčby vykazují typické klinické příznaky, nebo podlehnou smrti. Na této skutečnosti se 

podílí hlavně genetické rozdíly mezi jedinci a jejich nutriční stav [17]. 

 

 

Obr. 4. Vyšetření metodou FAMACHA [7] 

2.2.2 Prevence a léčba 

Prvním volbou léčby jsou anthelmintika. Existuje několik druhů anthelmintik a ty budou 

uvedena v následující kapitole. Pravidelná léčba anthelmintiky je ale nákladná a zvyšuje riziko 
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ke vzniku rezistence parazitů [7]. Ošetření je vhodné, pokud je průměrný počet vajec 1000-

2000/gram trusu [4]. Předpokládá se, že začátek jara a období dešťů představuje sníženou 

kontaminaci pastvin. Často dochází k tzv. strategické léčbě v období sucha a zimy, kdy se 

dospělým zvířatům podá anthelmintikum s cílem účinně odstranit již vyskytující se larvy 

v hostiteli. Ve vlhkých oblastech se strategické ošetření opakuje po začátku růstu trávy, aby se 

usmrtily larvy získané z pastvy už během jarního období. Dalším strategickým přístupem je 

rychlé střídání pastvin, kdy jsou pastviny opuštěny na 30 dní a předpokládá se, že dojde 

k výraznému snížení počtu larev za tuto dobu [4]. V řadě případů se přistupuje k cílené 

selektivní léčbě, kdy jsou léčena pouze zvířata s vyšší nákazou [7]. Jedním z individuálních 

přístupů je utracení zvířat, která jsou ošetřována nejčastěji, a to z důvodu že jsou k nákaze 

nejvíce vnímavá [4]. 

Během několika let bylo testováno velké množství potenciálních vakcín proti 

H. contortus. Například rekombinantní, DNA nebo proteinové vakcíny, které vykázaly 

částečnou ochranu ale i přesto nebyly dostatečně účinné. U experimentálně exponovaných 

zvířat bylo po podání vakcíny pozorováno snížení vajíček ve stolici nebo celkově nižší zátěž 

červy. Výhodou očkování je udržitelná kontrola proti infekci H. contortus, ale vyžaduje 

například kombinaci očkování se zlepšenou výživou daného jedince. Nevýhodou očkování 

může být nutnost opakovaného podávání vakcíny pro udržení vysoké hladiny specifických 

protilátek. Aby byla vyvinuta dostatečně účinná vakcína, je potřeba hluboce porozumět 

imunopatologii H. contortus v interakci s hostitelem. V tomto směru je v budoucnu potřeba 

začlenit pokrokové metody jako genomiku, proteomiku a další [17, 18]. 
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2.3 Anthelmintika 

K léčbě helmintóz se využívají tři hlavní skupiny anthelmintických léčiv – 

benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony a pak některá léčiva ostatních 

chemických struktur [19]. Objev prvních anthelmintik sahá až do roku 1961 (obr. 5) a pro léčbu 

H. contortus jsou využívány všechny uvedené skupiny včetně jejich kombinací [17, 20]. 

 

Obr. 5. Přehled hlavních skupin anthelmintik [20] 

2.3.1 Benzimidazoly 

Benzimidazolová anthelmintika (BZ) jsou heterocyklické aromatické sloučeniny, které 

patří mezi nejrozsáhlejší skupinu léčiv běžně využívaných proti hlísticím (obr. 6) [21]. Jedná 

se o širokospektrá a relativně málo toxická léčiva využívaná ve veterinární i humánní medicíně. 

Počátkem 60. let minulého století byl prvním objeveným BZ lékem thiobendazol. Mezi další 

zástupce patří například oxibendazol či fenbendazol [22, 23]. Mechanismus působení BZ léčiv 

objevili v roce 1986 Lacey a Prichard, když zjistili, že cílem BZ léčiv je β-tubulin. β-tubulin je 

základní složkou cytoskeletu všech eukaryotních buněk [19]. 

 

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

Na počátku 70. let byl schválen jako anthelmintikum levamisol patřící 

k imidazothiazolům. Jedná se o levotočivou formu racemátu tetramisolu, který byl také 

původně využíván jako anthelmintikum. Levamisol byl kategorizován jako ,,mnohostranný“ 

lék a využívá se také k léčbě různých onemocnění včetně rakoviny, dermatologických poruch 

a virových či bakteriálních infekcí u lidí. Imidazothiazoly (obr. 7) působí jako cholinergní 

agonisté na nikotinových neuromuskulárních spojeních u hlístic, což způsobuje trvalou 

svalovou kontrakci a spastickou paralýzu [18, 23]. 

 

Obr. 7. Chemická struktura imidazothiazolu [25] 

2.3.3 Makrocyklické laktony 

Tato skupina léčiv má ve své struktuře cyklické estery nasycených i nenasycených 

karboxylových kyselin. Zahrnuje řadu léčiv s antiparazitickou aktivitou již při nízkých dávkách 

a jsou účinné proti endoparazitům i ektoparazitům lidí i zvířat. Historicky prvním léčivem této 

skupiny byl ivermektin (obr. 8). Mezi další zástupce patří abamektin či moxidektin. Podle 

dřívějších studií se předpokládalo, že makrocyklické laktony ovlivňují přenos neurotransmiteru 

kyseliny γ-aminomáselné (GABA) na nervových vláknech parazitů. Novější studie tuto teorii 

opravily, protože makrocyklické laktony interagují s receptory chloridových kanálů řízených 

glutamátem, kde GABA má pouze druhotný účinek [12, 23]. 

 

Obr. 8. Chemická struktura ivermektinu [26] 
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2.3.4 Deriváty aminoacetonitrilu 

Jediný v praxi využívaný zástupce aminoacetonitrilových derivátů je monepantel 

(obr.9). Ten působí jako agonista nikotinového acetylcholinového receptoru a způsobuje tím 

spastickou paralýzu a smrt červa. Vazba monepantelu na receptor způsobí změnu toku iontů 

a vede tak k paralýze hlístic. Přepokládá se, že tento mechanismus zajišťuje vysokou účinnost 

monepantelu u červů, které jsou jinak odolné vůči jiným anthelmintickým třídám [27]. 

  

Obr. 9. Chemická struktura monepantelu [28]  

2.3.5 Další zástupci 

Mezi další zástupce patří derquantel (obr. 9), patřící do skupiny spiroindolů. Působí jako 

nikotinový cholinergní antagonista [17]. Bylo zjištěno, že v kombinaci s abamektinem 

interaguje na nikotinových acetylcholinových receptorech s významně vyšším účinkem. Studie 

prokázala, že tato dvě léčiva mají synergický účinek [27]. 

 

Obr. 10. Chemická struktura derquantelu [29] 

Klosantel nebo disofenol jsou zástupci salicylanilidů a substituovaných fenolů, které 

inhibují energetický metabolismus a u nichž byla pozorována prodloužená aktivita několik 
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týdnů po podání. Starší objevenou skupinu představují organofosfátová anthelmintika se 

zástupci jako naftalofos nebo trichlorfon. Tyto organofosfáty působí inhibici aktivity 

acetylcholinesterázy, čímž jsou potenciálně toxické pro savce [17]. 

2.3.6 Anthelmintická rezistence 

Anthelmintická rezistence (AR) představuje celosvětový problém. Jedná se o získanou 

schopnost parazita přežít určitou dávku léčiva, která ho dříve usmrtila. Konkrétně 

u H. contortus se rezistence objevila již několik let po zavedení nové třídy léčiv a H. contortus 

patří mezi nejrozsáhleji studované parazitické červy, co se týče AR. Tento druh červa 

v minulosti vykázal rezistenci vůči všem hlavním třídám anthelmintik. AR se obecně vůči 

různým třídám léčiv liší, a proto se někdy tato léčiva kombinují [19]. Mnohočetná léková 

rezistence neboli multirezistence byla definována jako rezistence na tři nebo více anthelmintik 

a v několika studiích po celém světě byla identifikována u kmene H. contortus. Bylo například 

zjištěno, že makrocyklické laktony interagují s β-tubulinem, a to vedlo k rezistenci vůči 

benzimidazolům [30, 31]. V minulosti již byla zkoumána účinnost kombinace dvou a více tříd 

anthelmintik, například oxantel pamoát s albendazolem či ivermektinem. Kombinace léků 

zpomaluje rozvoj rezistence nebo může zmírnit nežádoucí účinky [32]. 

Zkoumání AR na anthelmintika u H. contortus je výhodné, protože představuje vhodný 

experimentální model díky jeho relativně velké velikosti dospělců, plodnosti a snadnosti vzniku 

infekce u experimentálních zvířat. Vědci Lubeg a Prichard objevili výskyt rezistence 

u H. contortus spojený se ztrátou vysokoafinitních receptorů pro BZ léčiva už v roce 1991. 

Mezi další principy rezistence u tohoto červa vůči BZ lékům patří například mutace izotypu 

1 β-tubulinu [19]. U makrocyklických laktonů byla objevena rezistence pravděpodobně 

způsobená mutací v genu kódujícího glutamátové chloridové iontové kanály, které související 

s působením tohoto léčiva (viz. anthelmintika) [8]. Z později objevených léků byla zjištěna 

rezistence u monepantelu, pravděpodobně způsobená mutací v genech nikotinových 

acetylcholinových receptorů. K rezistenci na tento lék došlo i po podání vysoké koncentrace 

léčiva [33]. K přesnému stanovení rezistence přispívá skutečnost, že byla přečtena celá 

sekvence genomu H. contortus a byly zjištěny podrobné informace o základním mechanismu 

genetické diverzifikace [22, 34]. Prozatím nejčastěji používané PCR metody slouží k detekci 

genomových mutací u H. contortus rezistentní na benzimidazol [27]. 
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2.4 Vývoj nových léčiv 

Uvedení nového léku na trh trvá v průměru 10-15 let a představuje nákladný a složitý 

proces. Tradičně se využívalo přírodních látek při objevování nových léčiv, později se přešlo 

k syntéze nových látek. Farmaceutický průmysl se v této oblasti neustále rozvíjí díky 

pokročilým technologiím [35]. Při vývoji nového léčiva je důležité, aby cílová látka byla 

účinná, bezpečná a splňovala klinické potřeby. Může se jednat o malou molekulu či větší 

chemickou substanci, která po navázání na cílové místo vyvolává biologickou odpověď 

měřitelnou in vitro a in vivo. Ve vývoji nových léčiv existuje několik strategií. Jednou z nich 

může být modifikace struktury nebo nalezení nového účinku již používaného léku. Další 

metodou je tzv. systematický screening souboru náhodně vybraných sloučenin, které mají 

určitou biologickou aktivitu. V řadě případů se ale používá hlavně projektování léčiv za použití 

počítačové techniky neboli CADD – ,,computer assisted drug design“ [36]. 

Identifikace daného potenciálního léčiva a stanovení jeho cíle je prvním 

a nejdůležitějším krokem, umožňuje totiž zkoumat, zda cílová modulace vede k vedlejším 

účinkům založených na mechanismu nebo ne [37]. Následuje preklinické hodnocení léčiva, 

které zahrnuje zkoumání potenciálního léčiva in vitro, tj. v laboratorních podmínkách, a na něj 

navazující rozsáhlé experimenty na zvířatech – in vivo. Mezi trendy se řadí například použití 

geneticky modifikovaných zvířat. Preklinické zkoušení zajišťuje důkazy o účinnosti nového 

léku neboli farmakodynamický screening a důkazy o riziku neboli toxikologický screening. 

V této fázi se testuje například akutní a chronická toxicita léčiva, karcinogenita či mutagenita 

[36, 38]. Na preklinické hodnocení navazuje klinické hodnocení v kontrolovaných podmínkách 

a rozdělené do několika fází. Každé klinické hodnocení, kdy je léčivo poprvé podáno lidem, 

musí probíhat podle zásad správné klinické praxe. Tato mezinárodně přijatá pravidla popisují 

správný a obecný postup klinického hodnocení léčiv. V první fázi se zdravému člověku podá 

dávka v malém množství odvozeného z preklinického výzkumu, která u pokusných zvířat 

nevyvolala toxický efekt. Sleduje se bezpečnost a tolerance léčiva, jeho farmakodynamický 

rozsah a základní farmakokinetické parametry. V následující fázi se podání léčiva praktikuje 

u menší skupiny pacientů s daným onemocněním, sleduje se zde navíc závislost účinku 

na dávce. Pokud je pozitivní účinek, přistupuje se k podání léku více a více pacientům s danou 

chorobou. V poslední kroku před registrací léčiva se stanovuje bezpečnost a účinnost léku 

na velkém počtu pacientů ve srovnání s placebem nebo aktuálně užívanými léky. V České 

republice registrace léčiva provádí SÚKL – Státní ústav pro kontrolu léčiv. Po registraci stále 

ještě probíhá klinické hodnocení, a to u širší populace pacientů, kterým byl lék podán. Důležité 
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je proto, že často dochází k výskytu nežádoucích účinků. Jiným typem klinického hodnocení 

jsou bioekvivalenční studie, v nichž se zkoumá bioekvivalence dvou léčiv. Tato dvě léčiva mají 

kvantitativně i kvalitativně stejný obsah aktivní látky se stejnou koncentrací a jejich léková 

forma by měla být shodná nebo alespoň podobná [36]. 

2.4.1 Vývoj nových anthelmintik 

Nedostatek účinných anthelmintik značně komplikuje léčbu helmintóz a působí velké 

ekonomické ztráty v chovech hospodářských zvířat. Proto je vývoj nových léčiv nezbytný i přes 

skutečnost, že celý proces je velmi náročný, dlouhý, složitý a drahý. Při vývoji nového 

potenciálního anthelmintika jsou užitečné informace o účinnosti a toxicitě. Důležitá jsou také 

hodnocení vztahů mezi strukturou a aktivitou léčiv. Součástí výzkumu je sledování absorpce, 

distribuce, metabolismu, eliminace a toxicity. V této fázi výzkumu probíhá několik 

preklinických studií, na které navazují další klinické vývojové fáze nezbytné k registraci 

léčiva [20]. 

2.4.1.1 Syntéza nových chemických entit 

Jednou z možností jak získat nové anthelmintikum, je syntéza nové molekulární entity 

s novým mechanismem účinku. Klíčová je hlavně identifikace esenciálních enzymů hlístic, 

jejichž zablokování vede k jejich smrti. Často se vychází z vytvoření různých souborů 

sloučenin a jejich následného testování pro výběr nejúčinnější sloučeniny. Většinou se 

nezkoumá účinek na všechna vývojová stádia, ale pouze pro larvy. Mezi nedávno patentovaná 

anthelmintika jsou deriváty chinolinu objevené společností Bayer AG. Za zmínku stojí i dvě 

sloučeniny – bifenylamid a analogy pyrazolo[1,5-a]pyridinu, které inhibovaly motilitu a vývoj 

larev H. contortus. Mezi další nově objevené sloučeniny se řadí N-(benzyloxy)-4-

(pentyloxy)benzamid (BLK127) a N-(4-(5-(phenylsulfonamido)-1H-benzo[d]imidazol-2-

yl)phenyl)benzenesulfonamid (HBK4), které indukovaly fenotypové změny v larvách 

H. contortus a mohly by být potenciálními anthelmintiky. Účinnost BLK127 byla nejnovější 

studií potvrzena u dospělců H. contortus [32]. 

2.4.1.2 Modifikace struktury zavedených léčiv 

Modifikace chemické struktury používaného anthelmintika přináší slibnou strategii 

při vývoji nových anthelmintik, které tak mají lepší rozpustnost nebo farmakokinetiku. Aby 

tato modifikovaná léčiva byla účinná, je potřeba znát mechanismus účinku již existujících léčiv 
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a jejich bioaktivitu založenou na struktuře. Tohoto bylo využito u BZ anthelmintik, které jsou 

špatně rozpustné ve vodě, a proto k nim byl přidán například dusičnanový aniont nebo itakonyl-

b-cyklodextrin. Problémem však zůstává skutečnost, že se u takto modifikovaných léků se může 

vyvinout rezistence stejným mechanismem jako u jejich předchůdců [32]. 

2.4.1.3 Změna indikace léčiva 

Terapeutická změna užívání léčiva (v angličtině ,,drug repurporsing“) je alternativním 

přístupem při vývoji léků, kdy se provede screening léčiv používaných pro léčbu jiných 

onemocnění a jejich přezkoumání pro novou indikaci. Tato metoda je výhodná, 

protože představuje nižší náklady díky dostupnosti informací z již proběhlých preklinických 

a klinických studií. V oblasti anthelmintik se přistupuje ke strategii použití schválených 

veterinárních anthelmintik pro humánní medicínu a naopak. Častou nevýhodou je ale problém, 

kdy léčiva vykazují anthelmintickou účinnost až při dávkách, které překračují hladiny toxicity, 

a tak bylo dosud objeveno jen málo slibných kandidátů pro terapie helmintóz. V minulosti 

provedla společnost Medicines for Malaria Venture testování potenciálních látek proti stádiím 

L3 a L4 H. contortus, z nichž schválený tolfenpyrad a dva inhibitory kináz vykázaly inhibici 

motility ve slibném rozsahu koncentrací. Všechny tyto látky jsou v procesu klinické studie. 

Jako další významně anthelminticky působící léčiva se projevily neuromodulační léky sertralin, 

paroxetin a chlorpromazin. Jejich mechanismus se liší od jiných anthelmintik, avšak je potřeba 

ještě zjistit jejich účinek in vivo u hostitele. Mezi kandidáty mohou být kromě používaných 

léčiv i léčiva, která byla stažena z užívání nebo nebyla dosud schválena [32]. 

2.4.1.4 Přírodní produkty a sloučeniny s anthelmintickými účinky 

Při masivním využívání anthelmintik dochází ke vzniku široké rezistence, 

což představuje obrovský problém. Dalším problémem mohou být léčiva chemického původu, 

zodpovědná za kontaminaci prostředí či vznik nežádoucích účinků na uživatele. Léčivé rostliny 

jsou využívány po staletí až dodnes k léčbě nejrůznějších zdravotních problémů. Jejich 

mechanismus je většinou založený na přímé interakci účinných látek rostliny s parazitem 

či interakci s imunitním systémem hostitele. Přírodní látky mohou mít kromě anthelmintického 

účinku i řadu dalších pozitivních účinků pro hostitele, například antioxidační 

nebo protizánětlivý. Anthelmintický účinek vykazují některé sekundární metabolity jako jsou 

terpeny, fenolické sloučeniny a sloučeniny obsahující dusík.  Například piperidinové alkaloidy 

pelletierin a arecolin inhibují acetylcholinové receptory hlístic a způsobují tak jejich paralýzu. 
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Dalším příkladem jsou třísloviny nebo také taniny, které vytvářejí komplexy s bílkovinami 

a vedou tak k deaktivaci několika klíčových enzymů parazita. Mezi slibné rostliny 

s anthelmintickou účinností se řadí Cucurbita pepo, extrakty z jejich semen jsou účinné proti 

H. contortus a Heligmosomoides bakeri in vitro a také například proti Ascaridia galli in vivo. 

Další rostlinou je Carica papaya, která prokázala anthelmintické účinky u lidí i zvířat. Spoustu 

dalších rostlin bylo studováno mnoho let, některé dokonce vykázaly stejnou či větší účinnost 

než obvykle používaná anthelmintika. Kromě rostlin mohou jako přírodní anthelmintika 

působit i houby. Bylo zjištěno, že alkaloidy izolované z mořské houby Echinodictyum sp. 

vykazují podobné anthelmintické účinky proti H. contortus jako levamisol nebo klosantel. Mezi 

další účinné extrakty z hub se řadí například Paecilomyces lilacinus nebo Trichoderma 

longibrachiatum. Tato oblast výzkumu se v budoucnu bude zajímat i dalšími druhy hub jako 

potenciálními anthelmintiky. Léčivé rostliny představují ale i řadu nevýhod při vývoji nového 

anthelmintika. Problém je například fakt, že složení bioaktivních látek v rostlině je různé 

a záleží také na podmínkách jejich pěstování. Dalším problémem je zdroj rostlin, nejrůznější 

vzácné druhy rostou v chráněných krajinách. Ne vždy jsou léčivé rostliny neškodné pro životní 

prostředí, například ty, které obsahují vysoký obsah saponinů, jsou toxické pro ryby. Zajímavý 

výzkum proběhl na zpracování hroznů a extraktů z nich. Hroznové výlisky vykázaly vysokou 

účinnost proti vajíčkům a larvám H. contortus in vitro. V budoucnu mají rostlinné a přírodní 

složky velký potenciál alespoň částečně nahradit dosud používaná anthelmintika [32]. 

2.5 Testování anthelmintik u H. contortus 

S narůstajícím problémem anthelmintické rezistence se rozšiřuje oblast testování 

nových anthelmintik. Cílem je najít nová a dostatečně účinná anthelmintika a zabránit tak šíření 

haemonchózy. Dalším aspektem je potenciální toxicita léčiva pro daného jedince či dopad 

na životní prostředí. Aby bylo možné nové anthelmintikum schválit a používat, je potřeba jej 

řádně otestovat. Existuje několik druhů testů popsaných v následující kapitole. 

Pro testování se používají různé metody na různých vývojových stádiích. Příkladem je 

test snížení počtu vajíček ve stolici patřící mezi metody in vivo. Nejpoužívanější je test líhnutí 

vajíček a test vývoje larev (in vitro). Existují i další parazitologické testy, například test inhibice 

migrace larev nebo krmení larev (in vitro). Do budoucna se počítá s rozšířením molekulárně 

diagnostických metod ke stanovení mutací DNA u rezistentních kmenů.  Hlavní výhodou 

použití molekulárních technik je jejich vysoká specifita a senzitivita [19, 34]. 



23 
 

2.5.1 Testy na nižších vývojových stádiích 

V mnoha studiích sloužil H. contortus jako modelový organismus pro vývoj testovacích 

metod. Většinou jsou využívána volně žijící vývojová stádia H. contortus. Takové testy jsou 

mnohem levnější než například testy in vivo. Další výhodou je, že u těchto testů lze využívat 

řadu koncentrací léčiva a zjistit tak popisující hodnoty účinku léčiva na populaci červů 

jako například IC50 – poloviční maximální inhibiční koncentraci [19]. 

2.5.1.1 Test líhnutí vajíček 

Test líhnutí vajíček (anglicky ,,egg hatch test“) se ukázal jako spolehlivý test 

u H. contortus pro několik druhů anthelmintik. Během několika studií se zkoumali hlavně BZ 

léčiva či levamisol. Pokud léčivo působí na vývojové stádium vajíček, tak má ovocidní účinek. 

U tohoto testu se v jamce nebo zkumavce spočítá počet nevylíhnutých vajec a L1 larev pod 

mikroskopem. Výhodou může být použití fluorescenčního barvení a následná identifikace 

a kvantifikace H. contortus pomocí automatické fluorescenční detekce, která je vysoce přesná 

a rychlá [39]. U larev, které se vylíhly, může být proveden ještě test motility L1 larev. Larvy 

jsou určeny jako pohyblivé nebo nepohyblivé, výsledek se vyjádří jako procento inhibice 

motility vylíhnutých vajíček [19, 40].  

2.5.1.2 Test vývoje larev 

Dalším vhodným testem pro H. contortus je test vývoje larev. Tento test byl vyvinut 

v 90. letech minulého století v Austrálii jako diagnostická metoda pro hodnocení stavu 

rezistence. V tomto testu se měří účinky léků na vývoj vajíček v infekční larvy L3.  Test se 

provádí v kapalném médiu nebo v tenké vrstvě kapalného agaru a v řadě studií byl dostatečně 

spolehlivý vůči všem třem hlavním skupinám třídám anthelmintik. Nedávno však bylo zjištěno, 

že test je také průkazný u léku monepantel [19]. Při použití kapalného média lze test provádět 

v 96 jamkové mikrotitrační destičce. Tento test je časově méně náročný a technicky jednodušší 

na provedení než tzv. mikro-agarový test vývoje larev (MALDT). U tohoto typu testu se horní 

kapalná fáze na povrchu agaru musí přenést na novou mikrotitrační destičku a následně povrch 

agaru 2-3x opláchnout. Nevýhodou MALDT je, že neumožňuje počítání larev a vajíček inverzní 

mikroskopií [41]. 
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2.5.1.3 Test inhibice krmení larev 

Při testování nových anthelmintik se také využívá test inhibice krmení larev ve stádiu 

L1 H. contortus. Metoda využívá bakterii Escherichia coli značenou fluorescein-

isothiokyanátem, který umožní snadno odlišit autofluorescenci typickou pro parazitické 

hlístice. Po několikahodinové expozici léčiva se k detekci používá fluorescenční mikroskop 

a hodnotí se fluorescence ve střevě parazita na stupnici 0 až 4, kdy 0 značí žádnou fluorescenci 

a 4 maximální fluorescenci. Tento test například potvrdil inhibiční účinek houbových lektinů 

na larvy H. contortus [38, 42]  

2.5.1.4 Test inhibice migrace larev 

Test inhibice migrace larev je dalším testem využívaným u L3 larev. Larvy jsou 

inkubovány v různých koncentracích léčiva, například ivermektinu, v inkubační destičce na 24 

hodin. Po této době se celý obsah každé jamky přenese na síta zavěšená v řadách A a C 24 

jamkové destičky a ponechá se migrovat dalších 24 hodin. Poté se síta opatrně vyjmou 

a všechny larvy ulpělé na vnější straně migrační komory jsou vymyty zpět do jamek. Larvy, 

které nemigrovaly a zůstaly na sítu, jsou propláchnuty do odpovídající jamky další řady (řada 

B a D). Larvy migrované v jamkách řady A a C a larvy nemigrované v řadách B a D jsou 

spočítány pod stereomikroskopem. Populace larev se testuje v osmi koncentracích léčiva 

v duplikátech a provádí se pozitivní kontrola za použití DMSO. Výsledky tohoto testu určují 

průměrnou EC50 pro rezistentní/citlivý izolát a také se stanovuje p-hodnota pro statistické 

rozdíly hodnot EC50 dvou izolátů H. contortus [43]. 

2.5.1.5 Test motility 

Pro sledování motorické aktivity helmintů neboli motility byl vyvinut tříkanálový měřič 

mikromotility. Tento měřič byl použit ke kvantitativnímu stanovení pohybu červů poté, co byli 

vystaveni léčbě. Test se provádí ve zkumavce obsahující larvy L3 s danou koncentrací léčiva 

v triplikátech a po 24hodinové inkubaci se zkumavka umístí do příslušného měřícího kanálu. 

Pokud dochází k pohybu H. contortus, dojde ke změně lomu světelných paprsků, a to vede 

ke změně elektrického signálu produkovaného fotodetektorem. Výstup tohoto měřiče se nazývá 

jako index motility a je vhodnou veličinou pro míru motorické aktivity červa, protože množství 

změn v signálu přímo souvisí s množstvím pohybu červa. Mrtví nepohybliví červi 

nebo částečně paralyzovaní vykazovali hodnoty srovnatelné s těmi, které byly získány 

ze slepých vzorků [44]. Test motility byl také vyzkoušen na dospělých jedincích H. contortus 
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a ukázal se jako vhodný pro screening nových potenciálních léčiv. Po 24, 48 a 72 hodinách byly 

testovací zkumavky hodnoceny na základě skóre 0–3, přičemž 0 značila žádný pohyb, 

1 minimální motilitu červa. Pozorování červů ve zkumavkách bez léčiva potvrdila, že dospělci 

H. contortus byli schopni udržet stupeň motility i po 72 hodinách, srovnatelný s motilitou 

na začátku testu [45]. 

2.5.1.6 Test cytotoxicity 

Dalším využívaným testem u L3 infekčních larev H. contortus je methyl-thiazolyl-

tetrazoliový (MTT) redukční test. Tento test byl poprvé popsán v roce 1983 a jedná se 

o neradioaktivní kolorimetrický test. Principem je redukční reakce, při níž jsou metabolicky 

aktivní buňky schopny přeměnit žluté ve vodě rozpustné barvivo MTT na tmavě modrý ve vodě 

nerozpustný formazan. Přesněji tento děj způsobují mitochondriální dehydrogenázy 

a mitochondriální elektronové nosiče. MTT test redukce měří počet a aktivitu živých buněk 

a může být využit pro testy cytotoxicity, aktivity nebo životaschopnosti [46]. 

2.5.2 Testy in vivo/ex vivo 

Mezi hlavní in vivo testy využitelné pro sledování účinnosti anthelmintik se řadí 

kontrolovaný test účinnosti a test snížení počtu vajíček ve stolici. První zmíněný test porovnává 

skutečný počet červů v gastrointestinálním traktu při pitvě a porovnává ho u léčených 

a neléčených kontrolních zvířat. Tento test umožňuje identifikaci parazita na úrovni druhu, 

proto je spolehlivý, ale je časově i pracně náročný. Druhý test porovnává počet vajíček ve stolici 

před a po léčbě. V literatuře někdy najdeme označení pro tento test jako FECRT – z anglického 

pojmenování ,,faecal egg count reduction test“ [19, 34]. 

2.5.2.1 Metoda stanovení ATP 

Mezi nové biochemické metody vhodné ke zkoumání potenciálních léčiv 

na H. contortus můžeme zařadit test životaschopnosti dospělých jedinců a L3 larev, který je 

založen na bioluminiscenčním testu obsahu ATP. Tento test je normalizován na celkovou 

koncentraci proteinu měřenou pomocí kyseliny bicinchoninové. ATP představuje ukazatele 

životaschopnosti a tento typ testu je využíván pro měření energetického metabolismu nebo také 

životaschopnosti v různých buněčných kulturách. Pro kvantifikaci intracelulárního ATP se 

použije enzym luciferáza. Luciferáza metabolizuje svůj substrát – luciferin pomocí ATP a tato 

reakce vede k luminiscenci závislé na ATP. Vzniklý produkt oxyluciferin emituje viditelně 
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detekovatelné světlo, a tudíž signál reakce je založený na intenzitě chemiluminiscence. 

Do laboratoře je většinou dodáván v lyofilizovaná formě a měl by být v dostatečném předstihu 

rekonstituován, aby bylo získáno činidlo se spolehlivou aktivitou. S enzymem se musí zacházet 

pečlivě a zabránit případné kontaminaci činidla ATP z prstů a jiných vzorků a činidel [47, 48]. 

Luciferázu lze získat izolací ze tří skupin hmyzu: světlušky, kovaříkovití a Phengodidae, jejich 

luciferázy jsou si velmi podobné ve své struktuře. Kromě substrátu luciferinu a ATP vyžadují 

ještě další substráty a kofaktory jako je kyslík nebo hořečnaté kationty. Další vlastností 

luciferázy je její rychlost rozpadu a citlivost na světlo [49]. Luciferáza bývá komerčně dodávaná 

společně s ATP standardem jako součást ATP bioluminiscenčního testu [50]. 

Luciferin představuje běžně používané činidlo v biotechnologii a monitorování 

onemocnění či účinnosti léčiv. Komerčně dostupný, syntetický D-Luciferin se využívá pro jeho 

dobrou rozpustnost ve vodě a toleranci v živém organismu [51]. 

Nevýhodou tohoto testu je interindividuální rozdílnost v hladině ATP u dospělých 

jedinců H. contortus a také interference biologických látek jako jsou soli, organické malé 

molekuly nebo proteiny, které mohou způsobit degradaci ATP. Výhodou je, že tato 

kvantitativní metoda nevyžaduje mikroskopování jako některé starší metody a jedná se 

o jedinou biochemickou dostatečně citlivou metodu zaměřenou na dospělé stádium červa, 

způsobujícího haemonchózu [52]. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Cíl práce 

Cílem mé diplomové práce bylo vyzkoušet novou metodu stanovení viability dospělců 

H. contortus a využít ji pro testování anthelmintické účinnosti nových derivátů 

benzyloxyamidu. Dílčími úkoly pak bylo: 

• Infikovat ovce (chované v akreditované experimentální farmě) a získat vajíčka 

a dospělce tří kmenů H. contortus s různou citlivostí na anthelmintika 

• Sledovat vliv 13 nových derivátů benzyloxyamidu na líhnutí vajíček H. contortus 

• Vyzkoušet novou metodu stanovení viability dospělců H. contortus pomocí 

bioluminiscenční analýzy ATP 

• Sledovat vliv běžně používaného anthelmintika levimisolu a 13 nových derivátů 

benzyloxyamidu na viabilitu dospělců H. contortus 

• Porovnat účinnost vybraných derivátů v citlivém kmeni ISE a v rezistentních 

kmenech IRE a WR H. contortus 
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3.2 Materiál 

3.2.1 Použité chemikálie 

1. ATP Bioluminescence assay kit CLS II (výrobce Roche) 

2. BCA assay kit (výrobce ThermoFischer) 

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

4. Ethylenndiamintetraoctová kyselina (EDTA, výrobce Sigma, Mr=372,24 g/mol) 

5. Fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (PBS, pH 7,4) 

6. Hco médium (fyziologický roztok F1/1 0,9 % NaCl) 

7. Kohoutková voda 

8. Lugolův roztok jódu  

9. Redestilovaná voda  

10. Sheatherův flotační roztok (čistý nenasycený sacharózový roztok, hustota=1,27 g.cm-3) 

11. Sonifikační roztok (,,Sonification solution“; SONOP) 

12. Suchý led 

13. Trisaminomethan (Tris, výrobce Merck, Mr=121,14 g/mol) 

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

3.2.2 Spotřební materiál 

1. Agar 

2. Homogenizační kuličky, zirkonové Silibeads  

3. Injekční stříkačka 8 ml 

4. Jednorázové sterilní špičky, Eppendorf 

5. 2ml mikrozkumavky se šroubovacím víčkem 

6. Nesterilní 96 jamkové destičky černé, Black flat bottom 96-wells plate, Costar 

7. Nesterilní 96 jamkové destičky, Greiner 

8. Plastové zkumavky, Falcon 
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9. Sáčky na trus 

10. Sterilní 24 jamkové destičky 

11. Rukavice 

12. Vialky, Eppendorf 

3.2.3 Biologický materiál 

- Ovce chované v akreditované farmě Býšť 

- Vajíčka, dospělci H. contortus 

- Zásobní L3 larvy H. contortus 

3.3 Pomůcky a přístroje 

1. Laboratorní sklo (kádinky, odměrný válec, skleněná tyčinka, …) 

2. Pipety, Eppendorf 

3. Automatické pipety, Eppendorf 

4. Multikanálové automatické pipery, Eppendorf 

5. Stojánky na zkumavky 

6. Homogenizátor, 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 váhy 

12. Elektromagnetická míchačka 

13. Míchadlo 

14. Železné tyčky 

15. Inkubátor, stolní inkubátor 

16. Mrazící box, lednice 
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17. Tecan Infinite M200, Spark Control Tecan v. 2.2, Tecan 

18. Thermomixer Comfort, Eppendorf 

19. Molekulové síto 20-25 µm, 100 µm, 250 µm 

20. Tácy 

21. Trychtýř 

22. Akvárium 

23. Kanystry s F1/1 

24. Alobal 

25. Teploměr 

26. Vařič, vařečka 

27. Hrnec 

28. Vývěva, hadice 

29. Skřipce 

30. Pinzeta 

31. Gáza 

32. Programy Microsoft Excel, Graphpad Prism 

3.4 Metody 

3.4.1 Příprava roztoků a dalšího materiálu 

3.4.1.1 Příprava agaru 

Do kádinky bylo naváženo 30 gramů agaru, přidalo se 500 ml studené vody a vytvořila 

se kaše. Předem se ohřála voda v rychlovarné konvici a hrnec se naplnil 1,5 l vody a poté přidalo 

se 500 ml agarové kaše. Obsah se přivedl do varu za stálého míchání vařečkou a nechal se pár 

minut probublat, aby se agar rozpustil. Do agaru se přidělal teploměr a postupně se chladil 

pod tekoucí studenou vodou na 48 °C. Do hrnce se přidalo míchadlo, přikryl se alobalem a dal 

na magnetickou míchačku. Bylo důležité regulovat teplotu na stálých 48 °C a současně hlídat 

míchadlo. 
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3.4.1.2 Příprava fyziologického roztoku F1/1 

Pro přípravu fyziologického roztoku bylo použito 81 g NaCl a teplá kohoutková voda 

(38 °C) o objemu cca 9 litrů. Po rozpuštění soli byl roztok přelit přes trychtýř do akvária 

a kanystrů. Tento roztok byl použit pro oplach slezu a doplnění akvária. 

3.4.1.3 Příprava SONOPu 

SONOP byl připraven smícháním ethanolu (70 % v/v) + 2 mM EDTA (Mr=372,24 

g/mol) výsledné pH=10,9. Nejprve se rozpustila EDTA v redestilované vodě, poté se upravilo 

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

3.4.1.4 Příprava 6M HCl 

Roztok 6M HCl byl získán smícháním 52,98 ml v laboratoři dostupné 35 % HCl 

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

3.4.1.5 Příprava Tris/EDTA pufru 

Pro přípravu jednoho litru pufru bylo rozpuštěno 12 g Tris a 0,74 g EDTA (Mr=372,24 

g/mol) v 600 ml redestilované vody, upravilo se pH pomocí 6M HCl a doplnilo redestilovanou 

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

3.4.1.6 ATP standard 

Komerčně dodávaný roztok ATP standardu byl naředěn redestilovanou vodou 

na koncentraci 10 mg/ml a po naředění byl uchováván v mrazícím boxu při -20 °C po dobu 

maximálně 4 týdnů. 

3.4.1.7  Příprava roztoku luciferázy 

Komerčně dostupná lyofilizovaná luciferáza byla rozpuštěna v 10 ml redestilované 

vody a před použitím se nechala 5 minut stát. Aby se luciferáza rozpustila, opatrně se 

překlápěla. Rozpuštěná luciferáza byla uchovávána v mrazicím boxu při -20 °C a po rozmrazení 

byla vytemperována na pokojovou teplotu cca 30-60 minut. 
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3.4.1.8  Pracovní roztok C 

Pracovní roztok C pro stanovení bílkoviny byl připraven smícháním roztoku A 

(NaHCO3, Na2CO3, BSA v 0,1M NaOH) s roztokem B (4 % CuSO4.6H2O) v poměru 50:1. 

3.4.1.9  Zirkonové kuličky 

Mix kuliček byl připraven smícháním kuliček ve velikosti 1,0mm; 1,4mm; 2,0mm 

v poměru 1:1:0,5. 

3.4.2 Infikace ovcí a sběr trusu 

Pro infikaci ovcí H. contortus byly použity zásobní L3 larvy, které byly ponechány přes 

noc na sítu o velikosti 20-25 µm a po jejich přechodu přes síto sedimentovány kónických 

skleněných nádobách. Poté bylo potřeba zředit množství larev v kádince, tak aby byla 

koncentrace 1000 L3/ml, to znamená deset larev L3 v 10 µl kapce pod mikroskopem. Larvy 

bylo potřeba před pipetováním neustále promíchávat, aby nedošlo k jejich shlukování. 

Pro nakažení ovcí se použilo 6000–8000 L3 v 8 ml injekční stříkačce. Na každý kmen byla 

připravena jedna injekční stříkačka. Před nakažením bylo potřeba promíchat larvy ve stříkačce 

kývavým pohybem. 

Sáčky na trus byly předem popsány, upevněny kolem řitního otvoru ovce pomocí 

cvočků za vlnu a ponechány půl dne až den. U samic bylo potřeba dávat pozor, aby se do sáčku 

nedostala moč. Poté se sáčky sebraly a zavezly do laboratoře. 

3.4.3 Izolace vajíček H. contortus 

Izolace vajíček z trusu byla provedena za pomocí soustavy sít o rozměrech 250, 100 

a 25 µm. Před začátkem práce se trus vložil do velké kádinky a zalil studenou kohoutkovou 

vodou. Poté se trus opatrně rozmixoval na kaši. Každé síto se umístilo na tác a nejprve se trus 

nalil na největší 250 µm síto. Kaše z trusu se pasírovala přes síto za pomocí rukou a síto bylo 

několikrát promyto vodou. Filtrát z prvního síta se přelil na druhé 100 µm síto a opět se kaše 

přepasírovala. Poté se filtrát nalil na třetí síto o velikosti 25 µm a proplachoval se vodou, dokud 

filtrát nebyl čistý. Vajíčka se zachytila na třetím sítu a tento obsah se přenesl do 50 ml plastové 

zkumavky a doplnil kohoutkovou vodou. Zkumavky se daly do centrifugy a stočily na 3 minuty 

při 1600 rpm. Po centrifugaci se supernatant jedním tahem vylil a k filtrátu se přidal 

modifikovaný Sheatherův flotační roztok. Nejprve se roztok přidal do ¾ zkumavky, zamíchal 
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kovovou tyčkou a poté byl doplněn až po vrchol. Zkumavky se promíchaly překlopením a opět 

byly umístěny do centrifugy na 3 minuty při 1000 rpm. Tímto nám vajíčka vyplavala na povrch 

a tvořila světlejší povlak. Supernatant s vajíčky (cca 3 ml) se odebral za pomocí 1 ml pipety 

do 15 ml plastové zkumavky, byl doplněn flotačním roztokem, zamíchán a znova stočen 

v centrifuze při 1000 rpm 3 minuty. Kvůli přečištění se z každé zkumavky odebral cca 2 ml 

supernatant do nové 15 ml zkumavky, doplnil se flotační roztokem a stočil při 1000 rpm na 3 

minuty. V posledním kroku se z každé zkumavky odebral cca 2 ml supernatant do nové 15 ml 

zkumavky a do této zkumavky se vypláchlo víčko redestilovanou vodou. Zkumavka se doplnila 

vodou, dobře promíchala a stočila při 1600 rpm na 3 minuty. Poté se vylil supernatant jedním 

tahem, přidalo se trochu vody a spojily se stejná vajíčka do jedné zkumavky, doplnilo se vodou 

až nahoru a centrifugovalo při 1600 rpm 3 minuty. Všechen supernatant byl odebrán a přidalo 

se cca 2 ml studené vody z kohoutku, vzorek se rozmíchal a podle potřeby více naředil. Poté se 

mohla vajíčka spočítat pod mikroskopem. 

Pro určení koncentrace vajíček se přesně známý objem (například 6 ml) suspenze 

vajíček protřepal a z prostředku bylo odebráno 5x10 µl. Těchto 10 µl bylo napipetováno jako 

kapička na podložní sklíčko a pod mikroskopem spočítán počet vajíček. Z pěti kapiček se udělal 

průměr a byl přepočítán na 1 ml suspenze. Podle objemu suspenze jsme získaly celkový počet 

vajíček. 

Příklad:  

Citlivý kmen ISE: 150, 137, 142, 129, 127 = ø 137 vajíček/10 µl = 13 700 vajíček/1 ml = 82 

200 vajíček/6 ml celkem. 

Rezistentní kmen WR: 129, 117, 103, 98, 93 = ø 108 vajíček/10 µl = 10 800 vajíček/1 ml = 64 

800 vajíček/6 ml celkem. 

3.4.4 Test líhnutí vajíček 

Pro izolaci vajíček byla použitá sacharózová flotace a čerstvě izolovaná vajíčka byla 

inkubována v 96 jamkových destičkách při 27 °C po dobu 48 hodin. Inkubace bylo ukončena 

přidáním Lugolova roztoku jódu s následným stanovením počtu vajíček/larev 

pod mikroskopem. Každá jamka obsahovala přibližně 50 vajíček/200 µl vodného roztoku 

s testovaným BLK analogem. Koncentrace DMSO nepřesáhla 0,5 % a kontrolní jamky 

obsahovaly vodu s 0,5 % DMSO. Pro první testování všech 13 sloučenin byla použita vajíčka 

kmene ISE (Inbred-Susceptible-Edinburg, MHco3). V experimentu byly použity koncentrace 
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léčiva 0,5; 5, 25 a 50 µM. Pomocí logaritmicko-koncentračního modelu se vypočítala hodnota 

LC50 neboli koncentrace léčiva, která zabrání líhnutí 50 % přítomných vajíček a LC99 tj. 

koncentrace léčiva, která zabrání líhnutí 99 % vajíček. Poté byl experiment zopakován na 

kmenech IRE a WR se sloučeninou 207 v koncentracích 0,1; 1, 10, 20, 30, 40 a 50 µM. 

3.4.5 Izolace dospělců H. contortus 

Nejprve se připravila 2l kádinka do poloviny naplněná teplým fyziologickým roztokem 

F1/1. Na malém tácu se rozstřihl slez, pokud bylo potřeba tak se jeho obsah vyhodil. Slez se 

přenesl do teplého roztoku F1/1 a jemně se mnul, tak aby se uvolnili dospělci H. contortus. 

Pokud bylo potřeba, slez se přenesl na další čistý tác s F1/1 a ještě se dočistil. Kádinka 

s uvolněnými červy se umístila do inkubátoru a počkalo se, až sedimentuje obsah. Poté se 

vývěvou opatrně odsálo co nejvíce tekutiny a přidal se agar v poměru 1:1. Obsah se promíchal 

a ihned nalil v tenké vrstvě na připravené tácy s gázou. Z delší strany gázy byla přivázána tyčka 

a upevněna skřipci, případně i druhá strana byla zatížena skřipci, aby se do ní nezamotávali 

dospělci. Po ztuhnutí agarové směsi se tyto závěsy opatrně ponořily do akvária tak, aby byly 

zády k sobě a nedotýkaly se dna. Závěsy se ještě přelepily a akvárium bylo doplněno 

přes trychtýř roztokem F1/1 opatrně o stěnu. Důležité bylo, aby byly agary zcela ponořené. 

Pomocí svítící baterky se pozorovalo, zda jsou agary čisté a postupně se odsávali dospělci 

pomocí hadičky. Ty pak byli tříděni podle pohlaví. 

3.4.6 Třídění červů 

Předem bylo připraveno PBS, vysterilizován inkubátor a zapnut CO2-inkubátor. 

Ke třídění byly potřeba pinzety, stolní termostaty, kádinky a popřípadě černé podkladové 

papíry. Dospělci H. contortus se třídili podle typických morfologických znaků pro samce (M) 

a samice (F). Při třídění bylo potřeba je neustále uchovávat v teplém PBS, aby neuhynuli. 

3.4.7 Inkubace dospělců 

Po roztřídění dospělců byli červi inkubováni ve 24 jamkových destičkách po dobu 

48 hodin, kdy v jedné jamce byly 4 samičky (F) nebo 8 samečků (M), jak je znázorněno 

v tabulce 1. Dále byly do sloupce pipetovány kontrolní vzorky označené jako KF nebo KM, 

kdy obsahovaly pouze médium s 0,1 % DMSO. V ostatních jamkách bylo připravené Hco 

médium s testovaným benzyloxyamidovým (BLK) analogem o požadované koncentraci (c1 – 

c6). Tyto látky byly předem rozpuštěny v DMSO a byly přidávány tak, aby koncentrace DMSO 
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(V=objem, c=koncentrace, sl=slepý vzorek) 

 

byla maximálně 0,1 %. Do jedné jamky se pipetovalo 1000 µl Hco média s testovanou látkou, 

přidali se červi a destička byla umístěna do inkubátoru na 48 hodin při 37 °C. Po uplynutí 48 

hodin byli červi z každé jamky opláchnuti v PBS a přeneseni měkkou pinzetou do 2 ml 

mikrozkumavek se šroubovacím víčkem se 100 µl SONOPu, které byly ihned přeneseny 

do suchého ledu. Bylo potřeba dávat pozor, aby byli červi v SONOPu ponořeni. Vzorky byly 

takto uchovávány v mrazícím boxu při -80 °C. 

Tab. 1. Vzor rozvržení 24 jamkové destičky pro inkubaci 

 c1 c2 c3 c4 c5 c6 

A F/M F/M F/M F/M F/M F/M 

B F/M M F/M F/M F/M F/M 

C F/M F/M F/M F/M F/M F/M 

D F/M F/M F/M F/M F/M F/M 

3.4.8 Testování viability dospělců 

Vliv BLK analogů na dospělcích H. contortus byl testován za pomocí měření obsahu 

ATP po 48 hodinách inkubace se zvyšující se koncentrací testovaných 13 BLK sloučenin 

u dospělých jedinců kmene ISE. Poté byly vybrány tři nejúčinnější sloučeniny a experiment byl 

proveden ještě u kmene IRE a WR (IRE, Inbred-Resistant-Edinburgh, MHco5; a WR, White 

River, MHco4). Kromě BLK sloučenin byl experiment proveden také na běžně používaném 

anthelmintiku levamisol.  

Viabilita byla hodnocena měřením hladiny ATP pomocí protokolu výrobce komerčního 

kitu ,,ATP Bioluminescence assay kit CLS II“, od firmy Roche. Před zahájením práce byla 

centrifuga vychlazena na 4 °C a byly připraveny roztoky luciferázy a ATP standardu. 

Naředěním ATP standardu byla připravena kalibrační křivka (roztoky C1-C8) viz. tabulka 2. 

Tab. 2. Řada roztoků pro kalibrační křivku ke stanovení ATP 

 

 

 

 

 

 

 

 

ŘEDĚNÍ [V [µl] 

V Tris/EDTA 

[µl] 

c ATP 

[nM] 

A 

10 µl ATP-

standard 
990 165000 

C1 10 µl (A) 990 1650 

C2 100 (C1) 400 330 

C3 50 (C1) 450 165 

C4 100 (C3) 400 33 

C5 50 (C3) 450 16,5 

C6 100 (C5) 400 3,3 

C7 50 (C5) 450 1,65 

C8 (sl) 0 500 0 
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3.4.8.1 Stanovení ATP 

Vzorky H. contortus se umístily do ledové lázně, aby nedocházelo k degradaci ATP. 

Do každé zkumavky se přidala jedna odměrka kuliček (mix velikostí) a 700 µl vychlazeného 

Tris/EDTA pufru. Poté se vzorky zavíčkovaly a homogenizovaly po dobu 20 sekund 

v homogenizátoru. Znovu se přidalo 700 µl vychlazeného Tris/EDTA pufru a znovu 

homogenizovalo po dobu 20 sekund. V dalším kroku se zkumavky centrifugovaly po dobu 10 

minut při 13 200 rpm a teplotě 4 °C. Poté se vzorky pipetovaly do černé 96 jamkové destičky 

v duplikátech. Nejprve se napipetovalo 50 µl pro každý kalibrační bod v duplikátech. Poté se 

pipetovaly vzorky od nejnižší koncentrace anthelmintika po nejvyšší. Do každé jamky se 

pipetovalo 5 µl supernatantu vzorku a 45 µl Tris/EDTA pufru o pokojové teplotě. Použité 

koncentrace testovaných látek byly 0, 1, 25 a 50 µM. U třech nejúčinnějších látek se pak použily 

koncentrace 0, 0,1; 1, 10, 25 a 50 µM. Připravená destička se vzorky byla umístěna do přístroje 

Tecan. Těsně před zahájením měření pomocí nastaveného programu, byl do jamek destičky 

přidán roztok luciferázy, aby byla zahájena chemiluminiscenční reakce založená na obsahu 

ATP. Do každé jamky se rychle pipetovalo 50 µl roztoku luciferázy pomocí multikanálové 

automatické pipety ve směru měření přístroje, jak je znázorněno v tabulce 3. Měřila se 

luminiscence pomocí nastaveného programu Spark na přístroji Tecan po dobu 5 minut 

při pokojové teplotě. Měření probíhalo v kinetickém módu jedné minuty pro celkem 6 cyklů, 

kdy z konečného cyklu byla naměřená luminiscence použita pro kvantifikaci koncentrace ATP. 

Hladina ATP byla normalizována na celkové množství proteinu v mg. 

Tab. 3. Směr pipetování luciferázy na destičku 

  

 Kalibrační 

křivka 

Kalibrační 

křivka 

0 

µM 

0,1 

µM 

1 

µM 

10 

µM 

25 

µM 

50 

µM 

… … … … 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             
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3.4.8.2 Stanovení bílkoviny 

Ke stanovení bílkoviny byl použit test, který kombinuje redukci měďnatých iontů 

na měďné proteinem v alkalickém prostředí, s vysoce citlivou a selektivní kolorimetrickou 

detekcí měďného kationtu kyselinou bicinchonovou (BCA). V prvním kroku dojde k chelaci 

mědi s proteinem v alkalickém prostředí za vzniku modrého komplexu. Ve druhém kroku 

reaguje BCA s redukovaným měďnatým kationtem, který vznikl v prvním kroku. Vzniklý 

komplex BCA/měď je ve vodě rozpustný a vykazuje absorbanci při 562 nm. Tento vysoce 

přesný proteinový test vykazuje linearitu se zvyšující se koncentrací proteinu a umožňuje tak 

stanovení koncentrace proteinu v nejrůznějších experimentech [53]. 

Vzorky změřené pro stanovení koncentrace ATP byly použity pro stanovení bílkoviny. 

Bílkovina se u vzorků stanovila v tentýž den, anebo byly vzorky zamrazeny při teplotě -20 °C 

a bílkovina stanovena jiný den. Pokud by byly vzorky rozmrazeny, bylo potřeba je 

zhomogenizovat a znovu zcentrifugovat (10 minut). 

Pro měření bílkoviny se nejprve připravila kalibrační křivka s použitím naředěného 

0,2 % hovězího sérového albuminu (BSA) za použití Tris/EDTA pufru. Výsledný 0,04% roztok 

BSA byl získán pětinásobným ředěním – tj. pro přípravu 600 µl roztoku bylo použito 480 µl 

redestilované vody a 120 µl 0,2 % BSA. Pro přípravu kalibrační křivky byly připraveny roztoky 

1-6 dle tabulky 4. Supernatant ze vzorku a kalibrační křivka byly pipetovány na 96 jamkovou 

GAMA destičku. Nejprve se pipetovalo 10 µl bílkoviny ze zkumavek 1-6, pro každou 

koncentraci čtyři paralelní měření. Poté se pipetovalo 10 µl supernatantu vzorku. Pomocí 

automatické multikanálové pipety se přidalo 200 µl pracovního roztoku C. Destička se 

inkubovala 30 minut při 37 °C 350 rpm na thermomixéru. Po této době se změřila absorbance 

při 562 nm na přístroji Tecan Spark. Výsledky byly zpracovány v programu Microsoft Excel 

a následně vyhodnoceny v podobě grafů pomocí programu Graphpad Prism. 

Tab. 4. Příprava kalibrační křivky pro stanovení bílkoviny 

 Koncentrace 

[µg/ml] 

0,04% roztok BSA 

v TRIS/EDTA pufru 

TRIS/EDTA pufr 

 

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. VÝSLEDKY 

4.1 Vliv BLK analogů na líhnutí vajíček 

Test líhnutí vajíček (EHT) byl použit u všech testovaných 13 BLK analogů na kmeni 

ISE H. contortus. Výsledky jsou ukázány na obr. 11. Data byla uvedena jako průměr ± střední 

chyba průměru (SEM) ze tří nezávislých experimentů se třemi technickými replikáty v každém 

experimentu (n=3). Pro statistickou analýzu byla použita dvoucestná ANOVA s Dunnetovým 

vícenásobným srovnávacím testem. Z výsledků je zřejmé, že pouze sloučenina BLK8 inhibuje 

líhnutí vajíček. K výraznému snížení procenta vylíhnutých vajíček došlo při koncentracích 25 

a 50 µM.  

 

Obr. 11. Test líhnutí vajíček u 13 BLK sloučenin (H. contortus ISE kmen) 

U jediné účinné sloučeniny BLK8 byl test zopakován na vajíčkách kmene ISE, IRE a WR 

H. contortus (obr. 12). Data jsou uvedena jako průměr ± SEM a získána ve 4 nezávislých 

experimentech se třemi technickými replikáty v každém experimentu (n=4). Z výsledků je 

patrné, že na nízké koncentrace BLK8 nebyl žádný z kmenů dostatečně citlivý. Při vyšších 

koncentrací BLK8 došlo k viditelnému poklesu líhnutí vajíček H. contortus a to i u rezistentních 

kmenů IRE a WR. U koncentrací 20, 30, 40 a 50 µM byl pokles v líhnutí vajíček signifikantní 

u kmenů ISE a WR (ve srovnání s kontrolou), u kmene IRE byl pokles signifikantní až 

od koncentrace 30 µM. V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty IC50 pro sloučeninu BLK8 u kmene 

ISE, IRE a WR s 95 % intervalem spolehlivosti (CI). Hodnoty byly vypočítány z grafu, 

kde byly použity logaritmické hodnoty koncentrace (obr.13). Hodnoty IC50 sloučeniny BLK8 

pro všechny tři kmeny H. contortus byly srovnatelné. 
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Obr. 12. Vliv látky BLK8 na líhnutí vajíček H. contortus – ISE, IRE, WR kmen 

(Označení * je použito pro hladinu významnosti p < 0,05 ve srovnání s kontrolou.) 

 

 

Obr. 13. Graf pro výpočet IC50 pro BLK8 na vajíčka H. contortus – ISE, IRE, WR kmen 

Tab 5. Hodnoty IC50 pro BLK8 (H. contortus – ISE, IRE, WR kmen) 

4.2 Vliv BLK analogů na viabilitu dospělců H. contortus 

Testování životaschopnosti bylo provedeno na dospělcích H. contortus po 48hodinové 

inkubaci se zvyšující se koncentrací 13 testovaných BLK sloučenin. Výsledky koncentrace 

ATP vztažené k množství proteinu byly normalizovány na kontrolu (dospělci inkubovaní 

 ISE IRE WR 

IC50 28.50  30.85  30.69 

95% CI 25.79 - 33.72 28.86 - 34.32 26.54 - 45.69 
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v médiu pouze s 0,1 % DMSO), která představovala 100 % životaschopnost [54]. Tato metoda 

stanovení ATP je vhodná pro kvantifikaci živých buněk a její normalizace na množství 

celkového proteinu umožňuje rozlišit rozdíly ve velikosti mezi jednotlivými dospělci. 

Z výsledku měření ATP se nejprve určila koncentrace vzorku pomocí kalibrační křivky 

(obr. 14). 

 

Obr. 14. Kalibrační křivka pro stanovení ATP 

Množství celkové bílkoviny ve vzorku bylo měřeno vysoce přesnou metodou BCA, 

koncentrace byla určena z kalibrační křivky vytvořené s využitím BSA (obr. 15).  

 

Obr. 15. Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace proteinů 
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Výsledná viabilita H. contortus vychází z naměřeného ATP vztaženého na celkovou 

bílkovinu a je vyjádřená v procentech, kdy 100 % představuje dospělce, kteří nebyli inkubováni 

s testovanou BLK sloučeninou, ale pouze s médiem s DMSO. 

4.2.1 Vliv 13 BLK analogů na viabilitu dospělců ISE kmene 

Podobně jako u testu líhnutí vajíček byl experiment proveden nejprve u kmene ISE, a to 

zvlášť pro samice a samce. Výsledky uvedené na obr. 16 byly získány ze dvou nezávislých 

experimentů se čtyřmi nebo osmi biologickými replikáty v každém experimentu (n=12). Data 

byla uvedena jako průměr ± SEM a pro statistickou analýzu byla použita dvoucestná ANOVA 

s Dunnettovým vícenásobným srovnávacím testem.  

 

Obr. 16. Vliv 13 BLK sloučenin na viabilitu dospělců H. contortus, ISE kmen. Data jsou 

vyjádřena v procentech kontroly (=100 %) 
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Signifikantní rozdíl v koncentraci ATP ve srovnání s kontrolou, byl u samic na kmeni 

ISE u sloučeniny BLK4 a BLK8 v koncentraci 1, 25, 50 µM, u sloučeniny BLK3, BLK6, BLK7 

v koncentraci 25 µM a u sloučeniny BLK12 v koncentraci 50 µM. U samců bylo výrazné 

snížení viability u sloučenin BLK, BLK8 a BLK12. Na základě výsledků a výpočtu plochy 

pod křivkou (AUC) byly vybrány tři nejúčinnější sloučeniny – BLK 7,8,12 a byly u nich 

provedeny další experimenty na kmenech ISE, IRE a WR.  

4.2.2 Vliv sloučenin BLK7, BLK8, BLK12 na viabilitu dospělců ISE, IRE, 

WR kmene 

Kromě tří nejúčinnějších testovaných sloučenin z předchozího experimentu bylo 

do testu zařazeno běžně používané anthelmintikum levamisol (LEV) jako pozitivní kontrola. 

Test byl opět proveden zvlášť u samic i samců H. contortus (obr. 17), nejprve na kmeni ISE.  

 

Obr. 17. Vliv sloučenin BLK7, BLK8, BLK12 a levamisolu na viabilitu dospělců H. contortus ISE 

kmene 
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Výsledky se získaly ze dvou nezávislých experimentů se čtyřmi replikáty v každém 

z experimentů (n=8) a výsledná data byla uvedena jako průměr ± SEM. 

Z výsledků bylo vidět, že signifikantní účinek měla sloučenina BLK12 v koncentraci 50 

µM u samic. U samců měla signifikantní účinek sloučenina BLK8 v koncentraci 0,1 µM 

a sloučenina BLK12 v koncentraci 10 µM. Koncentrace 25 a 50 µM těchto tří BLK (7,8,12) 

sloučenin včetně levamisolu byly prokázány u samců jako účinné. Následně byla účinnost 

BLK7, BLK8, BLK12 a LEV testována na dospělcích vše třech kmenů ISE, IRE a WR. 

Dosažené výsledky jsou prezentovány na obrázcích 18-21. 

 

 

Obr. 18. Vliv sloučeniny BLK7 na viabilitu dospělců H. contortus kmene ISE, IRE a WR 

 

Sloučenina BLK7 u samic nesnižovala statisticky významně viabilitu dospělců u žádného 

z kmenů. Nejúčinnější byla na samce kmene WR, kde došlo je statistickému snížení již při 
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koncentraci 0,1 µM. Působení na samce kmene ISE bylo významné od koncentrace 10 µM. 

U kmene IRE nebyla látka BLK7 signifikantně účinná ani při nejvyšší koncentraci. 

 

 

Obr. 19. Vliv sloučeniny BLK8 na viabilitu dospělců H. contortus kmene ISE, IRE a WR 

 

Sloučenina BLK8 se nesnižovala viabilitu samic H. contortus. U samců došlo k významnému 

snížení viability u kmene ISE již při koncentraci 0,1 µM, u kmene WR při koncentraci 10 µM 

a u kmene IRE nebyla sloučenina BLK8 signifikantně účinná. 
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Obr. 20. Vliv sloučeniny BLK12 na viabilitu dospělců H. contortus kmene ISE, IRE a WR 

 

U samic WR kmene sloučenina BLK12 signifikantně snižovala viabilitu od koncentrace 1 µM. 

Nejvyšší koncentrace 50 µM signifikantně snížila viabilitu u samic všech kmenů. U samců 

všech kmenů se prokázala sloučenina BLK12 účinná při koncentracích 25 a 50 µM, navíc 

u kmene ISE byla účinná už od koncentrace 1 µM. 
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Obr. 21. Vliv levamisolu (LEV) na viabilitu dospělců H. contortus kmene ISE, IRE a WR 

 

Levamisol byl u samic účinný pouze v koncentraci 50 µM u kmene WR. U samců kmene ISE 

působil signifikantní snížení viability v koncentraci 25 a 50 µM. U samců kmene IRE a WR 

nevykazoval signifikantní účinnost. 
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5. DISKUSE 

V posledních letech narůstá snaha o nalezení nových anthelmintik, protože přestávají 

být účinné v důsledku stále se zvyšující rezistence. Parazitická hlístice H. contortus se postupně 

stala odolná vůči všem hlavním třídám anthelmintik. Po celém světě probíhají nejrůznější 

výzkumy hledání nových účinných anthelmintik, a to nejenom proti H. contortus ale i jiným 

parazitickým hlísticím u hospodářských zvířat. Experimentálním modelem může být i například 

Caenorhabditis elegans nebo Ostertagia ostertagi. Důležitým aspektem při hledání nových 

léčiv je nejenom aby byly dostatečně účinné ale také v podané dávce bezpečné.  

Pro sledování účinnosti nových potenciálních látek byla použita metoda EHT, 

ačkoliv stádium vajíček není obvykle hlavním cílem anthelmintik, tak se tato metoda velmi 

často využívá při hledání nových anthelmintik [54]. Tento test by v minulosti použit pro 

zkoumání anthelmintik také u parazitických motolic [55, 56]. Tato metoda v našem 

experimentu ukázala, že sloučenina BLK8 by mohla být potenciálním účinným 

anthelmintikem, tím že inhibovala líhnutí vajíček u citlivého i rezistentních kmenů. Mezi 

skupinu ovocidních anthelmintik patří hlavně benzimidazoly [32]. Naproti tomu 

imidazothiazoly tento účinek postrádají [57]. 

V současné době se ke stanovení účinnosti potenciálních anthelmintik využívají testy 

motility nebo vývoje larev, které přinášejí značné omezení. Největším problémem těchto metod 

je, že se testy neprovádějící na stádiích červa, proti kterým by měla anthelmintika působit a také 

zahrnují časově náročné mikroskopování [52, 58, 59]. Metoda měření ATP byla vybrána kvůli 

tomu, že umožnila pozorovat účinek potenciálních léčiv na dospělcích ex vivo a funguje 

na jiném principu než dosud používaný test motility nebo test příjmu potravy založený na jejím 

radioaktivním značení [5, 45]. U hlístic byl test stanovení ATP použit zatím pouze u schistosom 

[60] a volně žijících háďátek Caenorhabditis elegans [61], ale nebyl použit u žádných 

gastrointestinálních nematod. Navíc tato metoda je jedinou biochemickou dostupnou metodou 

na parazitické stádium, tedy na dospělce H. contortus. Nevýhodou ex vivo testování na těchto 

stádiích je časové omezení, ve kterém lze uchovat červa v umělém kultivačním médiu [52]. 

Pro stanovení viability dospělců H. contortus byla použita a optimalizována metoda 

bioluminiscenčního stanovení ATP [52], která se ukázala jako vhodná pro porovnání účinků 

jednotlivých BLK analogů. Životaschopnost neboli viabilita byla hodnocena pomocí 

kvantifikace ATP, které je nezbytné pro život každé buňky i celého organismu a jehož 

koncentrace při smrti organismu rychle klesá. Metoda bioluminiscenčního stanovení ATP byla 
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vybrána z důvodu její vysoké citlivosti a také potřeby malého množství biologického materiálu 

[52]. Naměřená koncentrace ATP byla normalizována na celkové množství bílkoviny, aby se 

eliminovaly rozdíly ve velikosti jednotlivých červů. Testy byly provedeny odděleně u samic 

a samců H. contortus, protože se v předešlých experimentech ukázaly značné rozdíly 

v citlivosti samců a samic na anthelmintika. Z výsledků je patrné, že k většímu poklesu viability 

vlivem BLK analogů docházelo spíše u samců než u samic. Tato situace nastala i při testování 

viability pomocí ATP u známých anthelmintik levamisolu a monepantelu, kdy na samice 

neměla tato léčiva (narozdíl od samců) signifikantní účinek [52]. 

Z testovaných 13 analogů BLK jich několik signifikantně snižovalo viabilitu dospělců 

H. contortus. Sloučenina BLK8, která inhibovala líhnutí vajíček všech kmenů H. contortus, 

snižovala životaschopnost dospělých samců kmene ISE a WR. Z výsledků testů viability působí 

slibně i sloučenina BLK12, která se zdá být nejúčinnější na všechny kmeny dospělců 

H. contortus. Další slibná sloučenina byla BLK7, která by mohla být předmětem dalšího 

zkoumání jejího účinku na H. contortus. Aby tyto látky mohly být považovány za dostatečně 

účinné, bylo by vhodné provést další testy na H. contortus jako například test motility, toxicity 

a další in vivo testy. Při zkoumání toxicity často nastává problém, kdy koncentrace léčiv nejsou 

dostatečně účinné a je potřeba tyto experimenty zopakovat při vyšších dávkách [26]. Pokud by 

se potvrdilo, že BLK sloučeniny nebudou toxické, zbývá ještě provést klinické studie 

na zvířatech, než dojde ke schválení daného léčiva. Jelikož se jedná o parazitickou hlístici 

hospodářských zvířat, mohla by tato potenciální anthelmintika působit i na jiné parazitické 

hlístice. 

V posledních letech bylo syntetizováno několik nových látek s anthelmintickým 

účinkem, například bifenylamid a analogy pyrazolo[1,5-a]pyridinu, které inhibovaly motilitu a 

vývoj larev H. contortus [32]. Další objevená sloučenina 1-methyl-1H-pyrazol-5-karboxamid 

dala vzniknout souboru 64 analogů, kdy jeden z nich významně inhiboval vývoj stádia L4 

H. contortus [62, 63]. Během screeningu 480 malých molekul proti vajíčkům i dospělcům 

parazita Trichus muris byly objeveny dvě látky – s diaminothienopyrimidinovým a 

dihydrobenzoxazepinonovým jádrem. Jedná se o potenciální anthelmintika při léčbě 

onemocnění zvané trichuriázy [64, 65]. Při testování schválených léčiv v Americe s řadou 

indikací proti stádiu L3 měchovce Ancylostoma ceylanicum bylo zjištěno, že 12 látek 

vykazovalo dostatečný účinek [66]. Tyto látky byly dále testovány proti všem stádiím helmintů 

Ancylostoma ceylanicum, Heligmosomoides polygyrus a Trichuris muris a zjistilo se, že 

organofosforový insekticid trichlorfon působil proti všem těmto stádiím. Trichlorfon byl dále 
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otestován proti H. contortus, kdy vedl k signifikantnímu snížení počtu vajíček ve stolici u jehňat 

infikovaných multirezistentním kmenem. Trichlorfon byl podán perorálně v dávce 100 mg/kg 

tělesné hmotnosti [67]. V klinických studií je dále zkoumán další schválený pesticid – 

tolfenpyrad, jakožto slibný kandidát na anthelmintikum, protože způsoboval inhibici motility 

L3 a L4 larev H. contortus s hodnotami IC50 v rozmezí 0,02 až 3 µM [68]. Jako další slibné 

anthelmintikum proti H. contortus bylo otestováno léčivo sertralin. Toto léčivo využívané jako 

antidepresivum, bylo inkubováno s dospělci H. contortus a metodou stanovení viability pomocí 

ATP bylo zjištěno, že v koncentraci nižší než 75 µM není toto léčivo toxické a zároveň je účinné 

na dospělce H. contortus [69]. Tento závěr o toxicitě by mohl být v budoucnu potvrzen i u 

některých z vybraných 13 BLK analogů. 

U sloučeniny N-(benzyloxy)-4-(pentyloxy)benzamid (BLK127) byl nejnovější studií 

potvrzen anthelmintický účinek na dospělce H. contortus. Tato sloučenina byla vybrána na 

základě screeningu 236 sloučenin, kdy se zjistilo, že indukovala fenotypové změny 

v infekčních larvách H. contortus [32]. BLK127 sice neměla inhibiční účinek na líhnutí vajíček, 

ale značně snižovala životaschopnost dospělců H. contortus u citlivých i rezistentních kmenů. 

Navíc nevykazovala hepatotoxicitu ani při nejvyšší testované koncentraci 100 µM a zdá se být 

slibným potenciálním kandidátem na nové anthelmintikum [70]. 
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6. ZÁVĚR 

V této diplomové práci byla vyzkoušena nová metoda stanovení viability dospělců 

H. contortus a byla využita pro testování anthelmintické účinnosti nových derivátů 

benzyloxyamidu. Závěrem lze říct, že: 

• Z infikovaných ovcí (chovaných v akreditované experimentální farmě v Býšti) byla 

získána vajíčka a dospělci tří kmenů H. contortus (ISE, IRE a WR) s různou 

citlivostí na anthelmintika. 

• Byl sledován vliv 13 nových derivátů benzyloxyamidu na líhnutí vajíček 

H. contortus. Derivát BLK8 signifikantně inhiboval líhnutí vajíček. 

• Byla úspěšně vyzkoušena nová metoda stanovení viability dospělců H. contortus 

pomocí bioluminiscenční analýzy ATP. 

• Byl sledován vliv běžně používaného anthelmintika levamisolu a 13 nových 

derivátů benzyloxyamidu na viabilitu dospělců H. contortus, kmene ISE. Deriváty 

BLK7, BLK8 a BLK12 signifikantně snižovaly viabilitu dospělců a byly účinnější 

než levamisol. 

• Účinnost derivátů BLK7, BLK8 a BLK 12 byla testována i v rezistentních kmenech 

IRE a WR. Derivát BLK12 signifikantně snižoval viabilitu samců i samic obou 

rezistentních kmenů. Na kmen WR působily signifikantně deriváty BLK7, BLK8 

pouze u samců. 
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7. POUŽITÉ ZKRATKY 

AR    anthelmintická rezistence 

ATP   adenosintrifosfát 

AUC   plocha pod křivkou 

BCA   bicinchonová kyselina 

BLK   benzyloxyamid 

BSA   bovinní sérový albumin 

BZ   benzimidazolová (léčiva) 

CADD  ,,computer assisted drug design“ 

CI  interval spolehlivosti 

CO2  oxid uhličitý 

CuSO4.6H2O  hexahydrát síranu měďnatého 

DMSO  dimethylsulfoxid 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

EDTA   ethylendiamin tetraoctová kyselina 

EHT  test líhnutí vajíček (,,egg hatch test“) 

F  female, samice 

FECRT test na snížení počtu vajíček ve stolici (,,faecal egg count reduction test“) 

GABA  kyselina γ-aminomáselná 

H2O  chemická značka vody 

HCl  chlorovodíková kyselina 

Hco médium médium pro H. contortus 

H. contortus Haemonchus contortus 

IC50  poloviční maximální inhibiční koncentrace 

ISE Inbred-Susceptible-Edinburg, MHco3 kmen H. contortus citlivý na 

anthelmintika 
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IRE Inbred-Resistant-Edinburgh, MHco5 kmen H. contortus rezistentní na 

anthelmintika 

L1 – L4 larvální stádia H. contortus 

LC50  koncentrace léčiva, která zabrání líhnutí 50 % přítomných vajíček 

LC99  koncentrace léčiva, která zabrání líhnutí 99 % přítomných vajíček 

LEV  levamisol, anthelmintikum 

M  male, samec 

MALDT mikro-agar test vývoje larev 

Mr  veličina molekulární hmotnost, jednotka g/mol 

MTT  methyl-thiazolyl-tetrazolium 

NaCl  chlorid sodný 

Na2CO3 uhličitan sodný 

NAD+  oxidovaný nikotinamid adenin dinukleotid 

NADH  redukovaný nikotinamid adenin dinukleotid 

NaHCO3 hydrogenuhličitan sodný 

NaOH   hydroxid sodný 

PBS  fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 

PCR   polymerázová řetězová reakce 

PEP  fosfoenolpyruvát 

pH  vodíkový exponent, též logaritmická stupnice nabývající hodnot 0-14 

rpm  otáčky za minutu, vedlejší jednotka soustavy SI pro frekvenci 

SEM  střední chyba průměru 

SONOP sonifikační roztok (,,sonification solution“) 

SÚKL  Státní ústav pro kontrolu léčiv 

Tris  trisaminomethan 

v/v  objemová procenta 
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WR  White River, MHco4 kmen H. contortus rezistentní na anthelmintika  

°C  stupeň Celsia, jednotka teploty  
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