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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Nikola Vodvarkova

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

Ndzev: Studium mozného poufziti sertralinu proti gastrointestinalnim nematodam

Vlasovka slezovda (Haemonchus contortus) je celosvétové rozsSifenad parazitickd hlistice
gastrointestindlniho traktu malych prezvykavcl, kterd kazdorocné zplsobuje obrovské skody
v ZivocCisné produkci. U svych hostiteld vyvolava onemocnéni zvané hemonchéza, pro které je
typickd predevsim anémie v dlsledku velkych ztrat krve. Tyto potize vedou ke snizeni
produktivity a v nékterych pripadech dokonce ik Umrti hostitele. Pro terapii hemonchdz se
vyuzivd pomérné omezena paleta anthelminticky ucinnych léciv, pficemz nové latky pfibyvaji jen
vzacné. Vzhledem k masivnimu uZivani stejnych anthelmintik a vysoké adaptabilité si parazit
v prlbéhu ¢asu vytvofil rozsahlou rezistenci a lé¢ba tak prestava byt Ucinna. Z tohoto dlvodu je
tfeba hledat nova ucinna léciva s jinym mechanismem Gcinku. Jednou z mozZnosti je testovat

anthelmintickou Ucinnost u béznych IéCiv z jinych terapeutickych skupin.

V této praci byl zkouman potencialni anthelminticky ucinek, metabolismus a toxicita sertralinu,
ktery se bézné vyuziva pro terapii depresivnich a Uzkostnych onemocnéni u lidi. Bylo zjiSténo, ze
sertralin skutecné vUci H. contortus vykazuje anthelmintickou aktivitu, pfiéemZz samice se
ukazaly jako méné citlivé nez samci. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byl
studovdn metabolismus sertralinu v H. contortus. Byly nalezeny hydroxylované metabolity, ale
vétSina parentni latky zlistala nemetabolizovana. Metabolismus se signifikantné nelisil mezi
kmeny citlivymi a rezistentnimi na ostatni anthelmintika, ani v zavislosti na pohlavi. V ov¢ich
hepatocytech sertralin v koncentracich, které byly dostatecné pro anthelminticky ucinek,

nevykazoval toxicitu. Ta byla patrna az pfi koncentracich vyssich.

Sertralin se na zakladé této prace jevi jako potencialné vyuzitelny pro terapii hemonchéz. Jeho

ucinky vSak musi byt prozkoumany in vivo.
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Title of diploma thesis: The study of possible use of sertraline against gastrointestinal nematodes

Haemonchus contortus is a widespread parasitic nematode infecting the gastrointestinal tract
of many small ruminants that causes enormous damage to animal production every year. It is
responsible for a disease in its host called Haemonchosis the main characteristic of which is
anaemia caused by severe blood loss. This is responsible for the reduced productivity of the
animal, and in some cases results in the death of the host. A relatively limited range of
anthelmintic drugs is used for the treatment of Haemonchosis with new substances
rarely being added to the list of treatments. Due to the massive use of the same anthelmintic
drugs and the parasites adaptability, extensive resistance is pervasive with current treatments
being no longer effective. For this reason it has become necessary to look for new effective drugs
that have a different mechanism of action (MOA). One possibility is to test the anthelmintic

efficacy of common drugs from other therapeutic groups.

In this work, the potential anthelmintic effect, metabolism and toxicity of sertraline was
investigated. Sertraline is a commonly prescribed drug for the treatment of depressive and
anxiety disorders in humans. Our results showed that sertraline possessed anthelmintic activity
against H. contortus, with females proving to be less sensitive than males. The metabolism
of sertraline in H. contortus was studied using high performance liquid chromatography.
Hydroxylated metabolites were found, but most of the parent compound remained
unmetabolized. Metabolism did not differ significantly between strains sensitive or resistant to
other anthelmintics, it was also seen that strain gender did not have any effect on outcome. In
sheep hepatocytes, sertraline did not show toxicity at concentrations sufficient for the

anthelmintic effect and toxicity being only evident at higher levels.

Based on this work, sertraline appears to be potentially useful for the treatment

of haemonchosis. However, its effects must be further investigated in vivo.
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1. Uvod

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) je parazitickd hlistice z kmene Nemathelmintes.
V gastrointestinalnim traktu svych hostitel(, kterymi byvaji mali prezvykavci, se Zivi krvi, ¢imz
hostitele poskozuje a sniZuje jejich produktivitu. Hlavné u mladat a samic v obdobi porodu muze
infekce H. contortus vést dokonce aZ ke smrti. Dfive byl tento parazit rozsifeny hlavné
v teplejsich oblastech, ovSem vzhledem k vysoké adaptabilité se rozsitil prakticky po celém svété
a kazdoroéné zplsobuje vyznamné ztraty v ZivoCisné produkci. Pro terapii hemonchdz se
vyuZivaji 1é¢iva zvana anthelmintika. Kvli jejich masivnimu a ¢asto nevhodnému uZivani a jiz
zminéné adaptabilité H. contortus tato |éCiva prestavaji byt Ucinnd. Rezistence se vyskytuje
prakticky u vSech uzivanych skupin léCiv, coz vyrazné ohrozuje udrzitelnost chovu ovci a koz po
celém svété. U jednoho z nejnovéjSich anthelmintik na trhu — monepantelu, se zacala objevovat

rezistence jiz nékolik let po jeho uvedeni do klinické praxe.

Z tohoto dlvodu je nezbytné nalézt nova léciva s odlisSnym mechanismem ucinku, nez které ma
stavajici terapie. Jednou z moznosti je testovat anthelmintickou uUcinnost |é¢iv schvalenych
a pouzivanych k jinym terapeutickym ucéeldm. Mezi léCiva s popsanym ucinkem proti nékterym
parazitickym hlisticim pat#i i sertralin (Weeks et al. 2018), ktery je béiné uZivan v terapii

depresivnich a tzkostnych onemocnéni u lidi.

Cilem této prace bylo zjistit, zda sertralin pfedstavuje nadéjnou latku pro Ié¢bu hemonchdz. Jeho
ucinek byl zkouman na dvou kmenech H. contortus — ISE (kmen citlivy na anthelmintika) a IRE
(kmen rezistentni na benzimidazoly). Byl také hodnocen metabolismus sertralinu na kmenech
ISE, IRE a WR (multirezistentni kmen). Pro zjisténi potencialni toxicity u ovci, hostitele

H. contortus, byl hodnocen uéinek sertralinu na ov¢i hepatocyty.



2. Teoreticka cast

2.1. Taxonomické zarazeni Haemonchus contortus

2.1.1. Helminté

Termin helmint predstavuje souhrnné oznaceni pro neptibuzné skupiny organismu, které jsou
z praktického hlediska sdruzované do jednoho celku (viz obr. 1). Z tohoto divodu také dodnes
neexistuje jednotné déleni helmintd. Typickym znakem pro vSechny tyto nepfibuzné skupiny je

oboustranné soumérné protostomni télo (Volf & Horak, 2007).

Helminté jsou bezobratli Zivocichové, ktefi se déli na dvé zakladni skupiny, a to ploché cervy
(Platyhelminthes) a oblé ¢ervy (Nemathelmintes). Podkmen Platyhelminthes zahrnuje pres 9000
parazitickych druhd. Mezi nejdalezitéjsi tfidy tohoto podkmene patti Trematoda (motolice)
a Cestoda (tasemnice). Podkmen Nemathelminthes, nazyvany také jako oblovci, zahrnuje
pres 100 000 druhi. Nejdalezitéjsi tfidou oblych ¢ervd jsou Nematoda (hlistice). Dalsim, méné
pocetnym podkmenem, jsou pak Acanthocephales neboli vrtejsi, kterych je na 500 druh(

(RySavy, 1989).

Z hlediska ontogenetického vyvoje jsou helminti velmi rlznorodou skupinou. Kromé dospélct
a vajicek mohou mit i pomérné velky pocet odlisnych larvalnich stadii, jejichZ znalost je nezbytna
pro pochopeni epidemiologie a patogeneze onemocnéni zplsobenych helminty a také jejich
spravnou diagnostiku a [écbu. BEéhem svého vyvoje mohou tato rlizna stadia vystridat i nékolik
raznych mezihostitelld. Kromé pfimych cykld s jednim hostitelem se setkavame is dvou-,
tfi- nebo dokonce ctyrhostitelskymi cykly (Volf & Horak, 2007). Podle vyvoje mGzZeme helminty
rozdélit na geohelminty a biohelminty. U geohelmint(i (zna¢nd ¢ast zastupcu tfidy Nematoda,
Monogea) probiha vyvoj bez mezihostitell, tzn. prostfednictvim piimého cyklu. Zivotni cykly
biohelmintl (tfidy Trematoda, Cestoda, Cast ttidy Nematoda a podkmen Acanthocephales)

naopak probihaji vidy se stfidanim hostitel (RySavy, 1989).

Onemocnéni zplsobené dospélymi Cervy nebo jejich infekénimi nizSimi stadii se nazyvaji
helmintézy a mohou postihovat jak clovéka, tak zvifata i rostliny. Helmintdzy ulidi jsou

nejcastéjsi v tropickych zemich rozvojového svéta (Kofinkova, 2006).

Helminté se mohou do téla hostitele dostat nékolika rliznymi zplsoby. Nej¢astéji je to peroralni

cesta, bud formou predace (pozifeni jednoho hostitele druhym), nebo ndhodnym pozienim



potravy kontaminované vajicky nebo larvami helmintl. Zvlastni formou je pak peroralni
prenos materskym mlékem. DalsSimi mozZnostmi je prenos perkutanni (tj. pres povrch téla),
prenos spojivkovym vakem, popf. prostrednictvim dalSich télnich otvord nebo také kongenitalni

prenos (Kofinkovd, 2006).

Pritomnosti helminta v téle hostitele ¢i mezihostitele dochazi k poskozovani jejich organismu,
a to predevsim mechanicky (napr. tlakem na okolni tkané, snizovanim prichodnosti streva,
¢innosti rGznych specializovanych struktur na téle helminta nebo migraci vyvojovych stadii uvnitf
téla hostitele), dale pak produkci fady zplodin metabolismu, které plsobi toxicky zejména na
nervovou soustavu hostitele, nebo ochuzovanim hostitele ojeho Ziviny, vitaminy ajiné
esencialni latky. MGZe také dochazet ke vzniku celého fetézce imunitnich reakci, ato jak na

bunécné, tak na humoralni drovni (Rysavy, 1989).

Negativni plsobeni helmintl se mlzZe projevovat lokalné, kdy jsou postizeny struktury v misté
vyskytu parazitQ. Typickym prikladem je poskozeni zazivaciho traktu (hlavné mechanického
plvodu) s naslednymi tézkymi poruchami zaZivani, prijmy a ztratou iontd. Napadeny hostitel je
taktéZz nachylnéjsi k dalsim onemocnénim, zejména infekéniho charakteru. VétSinou vsak
dochazi k postizeni celkového charakteru, kdy je parazitem ovlivnén cely hostitelsky organismus.
Nejcastéji pak dochdzi ke zménam krevniho systému, kdy se méni sloZeni krve a ubyva
hemoglobin, coZ se nasledné projevi jako anémie. Jak lokalni, tak celkové poskozeni mohou vést
az ke smrti hostitelského organismu. Prlibéh helmintéz ma vSak zpravidla spiSe chronicky

charakter (RySavy, 1989).

ANNELIDA
MOLLUSCA
TENTACULATA
NEMERTINI
PLATYHELMINTHES
ARTHROPQDA
GASTROTRICHA LOPHOTROCHOZOA
NEMATODA
ECDYSOZOA
PROTOSTOMIA

Obr. 1. Zjednoduseny fylogeneticky strom protostomnich Zivocichll. Konstrukce dle 18S rRNA

a Hox genl (prevzato z Volf & Horak, 2007, str. 139).
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2.1.2. Nematoda

Nematoda (hlistice) jsou jednou z nejpocetnéjsich a nejrozsirenéjsich skupin Zivocicha, pricemz
dosud bylo popsano témér 20 tisic druh( parazitujicich na obratlovcich. Hlistice proto maji
znacny negativni vyznam jako endoparazité hospodarskych, domacich avolné Zijicich zvifat
i Clovéka. Nejcastéji se dospélci téchto parazitl nachazeji v travicim traktu. Mezi dalsi mista
lokalizace patti také krevni a lymfaticky obéh, nervova soustava, urogenitalni trakt, dychaci
soustava nebo iklzZe (Volf & Horak, 2007). Existuje ale i mnoho druh(, které Ziji volné nebo
parazituji na bezobratlych Ci rostlinach. U rostlin ¢asto dochazi k poskozeni povrchovych bunék
koren(, avsak hlistice mohou pronikat i do podzemnich a nadzemnich &asti rostlin, zptsobovat
fyziologické poruchy a nasledné odumirani ¢asti nebo celych rostlin, popf. mohou prenaset
i virdzy. Saprofagni pldni a vodni druhy se vzhledem ke svym vysokym biomasam vyznamné

podileji na kolobéhu latek vekosystémech, resp.na dekompozi¢nich procesech

(Lastavka, 1996).

Stavba téla

Pro télo hlistic je charakteristicky kruhovy prirez a protahly, vétsinou nitovity tvar. Mohou
dosahovat rliznych rozmérd — od téch mikroskopickych az po nékolik metrl, pricemz Casty je
pohlavni dimorfismus, kdy samicka dorlsta vétsich rozmér( nez samecek (Volf & Horak, 2007).
Barva téla hlistic je vétSinou bélava, nazloutla, hnédoZluta, popt. ¢ervend, a to u druh, které se

Zivi krvi svych hostitell (Rysavy, 1989).

Télo hlistic se sklada ze tfi zakladnich ¢asti — predni, stfedni a zadni (viz obr. 2). Pfedni (hlavova)
¢ast se vyznacuje velkou pohyblivosti a zajistuje tak orientaci v prostfedi. Nalezneme zde orgéany
k pfijimani potravy (Usta, pysky a jicen) a komplet receptorickych orgadnd. Stredni ¢ast téla nese
organy zazivaci soustavy (stfevo), pohlavni organy a jejich vyvody a osmoticko-regulacni aparat.

V zadni (kaudalni) ¢asti pak vyustuji pohlavni organy samecka a stfevo (Rysavy, 1989).
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Obr. 2. Stavba téla nematod (A — celkova morfologie, B — pfi¢ny fez): 1 — Usta, 2 — kutikula, 3 —
jicen, 4 — nervové provazce, 5 — stfevo, 6 — déloha, 7 — vyvod exkre¢ni soustavy, 8 — vyvod
pohlavni soustavy, 9 — exkre¢ni kandl, 10 — fitni otvor, 11 — spikuly, 12 — varlata, 13 — vrstva

podélné svaloviny, 14 — vajecnik (prevzato z Lastlvka, 1996, str. 83).

Na povrchu téla se nachazi vicevrstevna kutikula, kterd se pfi rlstu nedospélych jedincl
nékolikrat svléka (Sedldk, 2005). Kutikula byla dfive povaZovana za jednoduchy pokryv téla, ale
ukdzalo se, 7e je Casto rozdélena rdzné hlubokymi zafezy do prstencovitych dtvar(
— pseudosegmentace, které vytvareji velmi sloZité struktury a mohou byt dokonce poufZity pro

odliseni morfologicky blizkych druhd (Rysavy, 1989).

Pod kutikulou je pokoZzka oznacovana jako hypodermis. Svalovina je uloZena podélné a vétsSinou
je usporadana do Ctyf pasd oddélenych hypodermalnimi listami. Mezi touto télni sténou
a travicim traktem pak nalezneme kompaktni dutinu zvanou pseudocoel, kterd je vyplnéna
tekutinou a nahrazuje obéhovou soustavu, ktera chybi. MizZe slouZit také jako hydrostaticka
kostra a byt tak oporou pro celé télo. Trdvici soustava i pohlavni orgdny jsou v télni dutiné

uloZeny volné a pfirostlé jsou pouze ve svych vyvodech (Sedlak, 2005).

Travici soustava je uvétsiny parazitickych hlistic vzhledem ke zplsobu jejich Zivota dobie

vyvinutd. Zdrojem potravy pro parazitické hlistice mGze byt travenina z traviciho traktu hostitele

12



(napf. Ascaris lumbricoides), krev (napt. H. contortus, Strongylus vulgaris) ¢i jiné télni tekutiny
(napt. Loa loa), bunééna drt z parazitovanych tkani, popf. obsah rostlinnych bunék (napf.
Globodera rostochiensis). Cast Zivin mohou hlistice také pfijimat povrchem téla. Ustni dutina
mUze mit rGzny tvar a velikost, protoZe je anatomicky pfizplsobena ptijmu daného typu potravy.
Na jejim pocatku mohou byt také rdzné pohyblivé Gtvary zvané pysky. Za Ustni dutinou pak
nasleduje svalovity hltan, ktery zajistuje pfijem potravy a u rlznych nematod se lisi (viz obr. 3).
Stfevo vétSinou predstavuje jednoduchd trubice, kterd usamic Usti samostatnym andalnim

otvorem, u samcu je vyusténi spolecné s pohlavni soustavou do kloaky (Volf & Horak, 2007).

A

Obr. 3. Rlzné typy hltand unematod: A — rhabditoidni (rhabditiformni), B — strongyloidni
(filariformni), C — oxyuroidni, D — trichuroidni (prevzato z Volf & Horak, 2007, str. 202).

Vylucovaci soustava je tvofena tzv. protonefrididlnimi chodbami, které se nachazeji
v postrannich hypodermadlnich listach. Po spojeni téchto chodeb na pfidi téla vznikd samostatny
vylucovaci otvor. Kromé protonefrididlnich chodeb mohou slouZit k exkreci také kozni Zlazy
predstavované velkymi parovymi Zlaznatymi bunkami, které rovnéz Usti v predni casti téla

(Sedlak, 2005).

Nervovou soustavu predstavuje obhltanovy prstenec sloZeny z gangliovych bunék. Z tohoto
prstence vybihd podélné nékolik parl nervovych provazcli, které jsou navzajem propojené
a nachazeji se prevainé v hypodermalnich listach, odkud inervuji svalovinu, anus a kopulaéni
organy. Smyslové funkce zajistuji chemoreceptory na pfidi — amfidy, a na zadi — fazmidy, a déle

mechanoreceptory, tzv. smyslové papily (Sedlak, 2005).

Svalova soustava je pomérné jednoducha a sklada se pouze z podélnych svalll. Kromé nich se
u hlistic setkavame jesté se specializovanymi svalovymi bufikami asociovanymi hlavné s travicim

traktem a pohlavni soustavou (Volf & Horak, 2007).
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Cévni ani dychaci soustava u hlistic nejsou pfitomny. K dychani dochazi prostrednictvim povrchu
téla, nékdy pomaha prenosu plyni hemoglobin rozpustény v télni tekutiné. Nékteré druhy hlistic

mohou také na rizné dlouhou dobu prechazet na anaerobni metabolismus (Last(ivka, 1996).

Nematoda jsou z vétsi ¢asti gonochoristé. Pohlavni organy jsou trubicovité. U samic je pohlavni
vyvod samostatny a nachazi se ve stfedni ¢asti téla, zatimco samci maji vytvorenou kloaku —
spole¢né vyusténi pohlavniho a traviciho traktu (Sedlak, 2005). Samci maji trubicovité varle
prechazejici v chdmovod, ktery je tvofen semennym vackem avyvodnym kanalkem. Okolo
tohoto vyvodu se nachdazeji pomocné kopulacni organy — spikuly, jez pomahaji ptichyceni
samecka pfi kopulaci, a gubernakulum, které usmérniuje pohyb spikul v potfebném smeéru
(Rysavy, 1989). U nékterych skupin nematod maji samci v kaudalni ¢asti téla atvar zvany
kopulaéni burza (bursa copulathrix) slozeny obvykle ze tfi lalokl vyztuZzenych Zebry (Volf
& Horak, 2007). Samici pohlavni organy jsou vétSinou parovité. Jsou tvoreny dvéma tenkymi
trubicovitymi vajecniky, které prechazeji ve vejcovody a délohu. Ve stfedni ¢asti téla se délohy
spojuji v kratky kanalek — pochvu, ktera vyustuje na povrch na brisni strané téla do samiciho

pohlavniho otvoru — vulvy. Pocet déloh u jednotlivych druh( hlistic se muze lisit (RySavy, 1989).

Vajicka jsou velmi odolnd a maji vicevrstevny obal. Bézna je oviparie (vejcorodost). Vyvoj
dospélcli pak probiha pres Ctyfi larvalni stadia (L1 — L4), jejichZ pfeména je oddélena svlékanim
staré a tvorbou nové kutikuly (viz. obr. 4) (Volf & Horak, 2007). P¥i jejich rlistu se pouze zvétsuje
velikost bunék. Pocet bunék je od zacdtku determinovany, coZ jim prakticky znemoZfuje
regeneraci (Sedlak, 2005). Larvu L3 nazyvame larvou infekcni (invazivni), ta miZe pfi prichodu
do hostitele vyvolat novou nakazu. L3 bud' setrvdva ve starych kutikuldch, které vytvareji

ochranny obal, nebo z nich vyléza (Rysavy, 1989).

o f

Obr. 4. Zakladni schéma Zivotniho cyklu geohelmintl: i — vajicko, Il — vajicko s larvou, Il — larva
1. stadia L1, IV — larva 2. stadia L2, V — larva 3. stadia L3 (infekéni); pozn. u biohelmintl vyvoj

larev L1 — L3 probiha v mezihostiteli (pfevzato z Rysavy, 1989 — str. 126, obr. 78).
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2.1.3. Rad Strongylida

Strongylida jsou velkou skupinou parazitickych nematod traviciho traktu, dychaciho nebo
krevniho systému. Parazituji na teplokrevnych obratlovcich, plazech iobojzivelnicich. Mezi
charakteristické znaky patfi mohutna kopulaéni burza u samct a také hltan filariformniho typu.
Jednd se o geohelminty i biohelminty. Vétsina zastupcl ma tkanovou fazi vyvoje v definitivnim

hostiteli (Volf & Horak, 2007).

2.1.4 Nadceled Trichostrongyloidea

Tato nadceled' je nejvétsi v rdmci radu (Volf & Horak, 2007). Jeji zastupci maji tenké, 0,5-10 cm
dlouhé télo, pro které jsou typické chybéjici nebo redukované pysky a Ustni kapsula na zac¢atku
trdvici soustavy, a usamcl, stejné jako vcelém radu, dobfe vyvinutd kopulacni burza
(Lastlivka, 1996; Volf & Hordk, 2007). Parazituji predevsim v travicim traktu, hlavné v Zaludku
a tenkém strevé, a to zejména u savcl (Volf & Hordk, 2007). Jedna se o geohelminty, jejichz
vajicka nebo larvicky se dostavaji do vnéjSiho prostfedi s hlenem nebo trusem hostitele
(Lastlivka, 1996; Volf & Hordak, 2007). Larvy Ziji ¢ast Zivota ve vnéjsim prostredi, L3 si ponechavaji

kutikulu prechoziho stadia, k jejimu svlékdni dochazi az v hostiteli (Volf & Hordak, 2007).

2.1.5. Celed Haemonchidae

Jednou z velmi dulezitych celedi v rdmci Trichostrongyloidea jsou Haemonchidae, zahrnujici
rody jako Haemonchus, Marshallagia, Ostertagia nebo Teladorsagia, které parazituji zejména
v travicim systému hospodarskych zvifat (dobytka, ovci, koz) (NCBI Taxonomy Browser,

cit. 2021-02-13).

2.1.6. Druh Haemonchus contortus

Haemonchus contortus neboli vlasovka slezova je jednim z nejvyznamnéjsich parazitli malych
prezvykavcl, a to predevsim ovci a koz. Pfi napadeni zvirete je lokalizovan v jeho slezu, kde saje
krev, ¢imZ svého hostitele poskozuje. Vzhledem k vysoké patogenité a rychlému vyvoji pUsobi

kazdoroc¢né obrovské ztraty v Zivocisné produkci po celém svété (Besier et al., 2016b).
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2.2. Haemonchus contortus

2.2.1. Vyskyt a vyznam

H. contortus je parazit vdzany predevsim na vlhké ateplé oblasti (Waller, 2005). Prevalence
hemonchdz u pasoucich se zvifat je proto zvlasté vysoka v tropickych klimatickych pasmech
obou hemisfér v oblasti mezi rovnobézkami 23,5° severni a jizni Sitky. V dusledku vysoké arovné
adaptability doslo v prlibéhu ¢asu ke genetickym odchylkam, které poskytly selektivni vyhodu
konkrétnim kmentm, a diky tomu se H. contortus navzdory svym plvodnim poZadavkim rozsifil
i na méné prizniva mista jako jsou severni Evropa nebo Kanada. V soucasné dobé se tak vyskytuje
témér ve vSech oblastech, kde se chovaji mali prezvykavci bez ohledu na klimatické pasmo

(Besier et al., 2016b).

V tropickych a subtropickych oblastech larvy obvykle prezivaji po relativné kratké obdobi
(tydny), nicméné diky stalym vysokym teplotam se velkd ¢ast vajicek vyloucend do prostredi
muzZe rychle vyvinout. V porovnani stim je vchladnéjsim prostredi rozsah vyvoje vajicek
omezeny nebo se dokonce na néjakou dobu zastavi, ale infekcni larvy prezivaji mnohem delSi

dobu (mésice) (Besier et al., 2016b).

Hemonchéza je v hlavnich endemickych zénach povaZovana za ekonomicky nejzasadnéjsi
onemocnéni zplsobené parazitickymi hlisticemi. To je zplsobeno castym vyskytem a také
vysokou umrtnosti u malych prezvykavcl. Ztraty zvifat se velmi liSi mezi jednotlivymi regiony,
v zavislosti na ro¢nim obdobi, na podminkach prostfedi a na Gcinnosti pfijatych opatreni
(Besier et al., 2016b). Ekonomické ztraty jsou zpUsobeny jednak faktory primymi, jako jsou
zpomaleni rlstu, snizeni produkce mléka aviny, ale také nepfimymi ztratami, kterymi jsou
vynaloZené prostredky na lé¢bu a prevenci infekce. Jen v Indii byly ro¢ni ztraty vycisleny na 106

milion americkych dolard (Arsenopoulos et al., 2021).
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2.2.2. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus za¢ina kladenim oplodnénych vaji¢ek ve slezu hostitele. Tato vaji¢ka jsou nasledné
vylouéena do vnéjsiho prostredi spolu s vykaly (Machen et al., 1998). Lihnuti vaji¢ek v prostredi
obvykle trvd 1-2 dny za vzniku larev 1. stadia (L1). Tyto larvy se Zivi bakteriemi a nasledné u nich
probéhne svlékdni za vzniku L2 a pozdéji L3 stadia. Cely proces probiha ve vnéjSim prostredi.
L3 stddium ma na povrchu ochrannou vrstvu tvofenou kutikulou, ktera jej chrani pred nepfizni
okolnich podminek, ale rovnéz mu brani ve vyzZivé (Roeber et al., 2013). Nejpozdéji do 48 hodin
po pozfeni hostitelem dochazi k rozruseni ochranné vrstvy za vzniku stddia L4 v prostredi
Zaludku, popf. horni ¢asti duodena, a to diky kombinaci nékolika faktord, kterymi jsou teplota,
redoxni potencidl, pH, ale zejména hladina oxidu uhli¢ittho (Roeber et al.,, 2013;
Roberts et al., 2009). ProtoZe kombinace téchto nékolika podminek je charakteristicka pro rGzné
organismy, je H. contortus pomérné specifickym parazitem zejména malych prezvykavcu.
Stadium L4 saje krev ze slezu a nasledné diky tomu dochazi k poslednimu svlékani za vzniku
dospélého jedince, ktery je po 15 dnech schopen reprodukce (Roberts et al., 2009). Cely proces
od vajicka po reprodukéné schopného dospélce trva zhruba 3 tydny. Jedina samicka je schopna
za den naklast tisice oplodnénych vajicek, coz vede kvelmi rychlé kontaminaci prostredi

a potencialu ndkazy celého stada (Roeber et al., 2013). Cely Zivotni cyklus je vidét na obr. 5.

Dospéli jedinci parazituji ve slezu, kde se Zivi krvi, coZ jim umoZnuji dobfe vyvinuté struktury
v oblasti Ustniho otvoru, které jsou schopné prorezat se mukdzou slezu. Jinak prdhlednym
parazitim dava krev ¢ervenou barvu. U samicek se kolem takto zbarveného stfeva toci bile

zbarvené vajecniky s velkym mnozZstvim vajicek (Roberts et al., 2009).

Vlasovky jsou téz schopné tzv. hypobidzy, kdy se béhem zimniho nepfiznivého obdobi poziené
larvy nevyvijeji. V tomto obdobi jsou pfitomny asymptomaticky v téle hostitele, kde ¢ekaji na
lepSi podminky. Na jafe pak vlasovky dostavaji signal pro dalsi vyvoj diky zménam v télech
bfezich hostitelskych samic. V tomto okamZiku jiz nic nebrani jejich vyvoji a jejich polty neustdle
stoupaji jak pfimo v hostiteli, tak také na pastvinach, kam jsou vaji¢ka vylu¢ovdna, coz umoznuje

infekci mladat, kterd jsou mnohem zranitelnéjsi nez dospéli jedinci (Machen et al., 1998).
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Obr. 5. Zivotni cyklus H. contortus u ovce: Po nakladeni oplodnénych vaji¢ek ve slezu hostitele
dochazi k jejich vylouceni do prostredi spolecné s vykaly. Vajicka se nasledné lihnou v larvy L1
a poté se dale svlékaji za vzniku L2 a L3 stadia. Posledni zmifiované stadium je nasledné pozreno
prostfednictvim potravy novym hostitelem avjeho organismu nastavd pfeména na L4 fazi
a poté dospélce, ktery je schopen dalSiho rozmnozovani (prevzato z Machen et al., 1998,

cit. 2020-11-01).

2.2.3. Symptomy a diagnostika

Mezi nejc¢astéjsi symptomy infekce H. contortus patfi akutni anémie, edémy, slabost, prdjmy az
smrt, kterd je nejcastéjsi u mladat nebo u brezich samic a samic po porodu (Machen et al., 1998).
Tyto pfiznaky jsou zplsobeny zejména ztratou krve, jelikoZ jediny dospélec H. contortus za den
spotiebuje mezi 30 a 50 mikrolitry krve. Kromé toho dochazi také k plsobeni hemolytickych
proteinli uvolnovanych parazitem (Roberts et al., 2009). Anémii mizeme pozorovat béhem

10 aZ 12 dni od prvotni nakazy (Besier et al., 2016b).

Zavaznost onemocnéni Uzce souvisi s poctem dospélcl H. contortus v hostitelském organismu,

protoze existuje silna korelace mezi ztratou krve a poctem dospélych cervl. Vysledné mnoZstvi
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dospélcl H. contortus zavisi na rychlosti prijmu infekénich larev a schopnosti hostitele se s nimi

vyporadat. Projevy onemocnéni pak zavisi na schopnosti hostitelského organismu nahradit

ztracenou krev (Besier et al., 2016b). Jedinci, ktefi infekci prezZiji, obvykle ziskavaji imunitu

(Roberts et al., 2009).

V zavislosti na intenzité infekce areakci hostitele byla hemonchéza kategorizovdna na tfi

zakladni formy — hyperakutni, akutni a chronickou (Besier et al., 2016b).

1.

Relativné vzacna hyperakutni forma, zplisobena masivni ztratou krve z infekce az 30 000
jedinci H. contortus, zpUsobuje hemoragickou gastritidu spojenou s termindlni anémii.
K umrti dochazi nahle bez predzvéstnych priznakll nemoci (Besier et al., 2016). Diagndza je
pfi pitvé zfejma z divodu velmi velkého poctu ¢erva rGznych vyvojovych stadii, rozsahlého
krvaceni na povrchu sliznice, bledosti spojivky a dalsich mukdéznich membran a edéml
zpUsobenych hypoproteinémii (Besier et al., 2016; Arsenopoulos et al., 2021).

U akutni hemonchdzy se vyviji vyznamna anémie po relativné delsi dobu, ale k imrti mize
dojit béhem 4 aZz 6 tydnl od infekce, v zavislosti na rychlosti pfijmu larev. PFi pitvé je télo
bledé svyraznym ascitem asubmandibuldrnim edémem odrazZejici hypoproteinémii
zpUsobenou infekci H. contortus. Sliznice je cCasto edematdzni se znamkami krvaceni.
Histopatologické zmény spojené s akutni hemonchdézou zahrnuji traumatické poskozeni
povrchu sliznice a zndmky bunééné imunologické reakce (Besier et al., 2016b).

Infekce s mensi ale dlouho pretrvavajici zatézi H. contortus jsou oznacovany jako chronicka
hemonchoéza. Tyto infekce mohou casto probihat bez povSimnuti ajsou rozpoznany az
v momenté, kdy se zvysi pfijem larev nebo kdy hostitel uz neni schopen tolerovat jejich
patogenni Ucinky (Besier et al., 2016b). Typickymi pfiznaky jsou snizend produkce mléka,
masa avlny azpomaleni rlstu jako dasledek malnutrice (Arsenopoulos et al., 2021).
Chronicka hemonchdza je nejbé&znéjsi v prostfedich, ktera jsou pro vyvoj volné Zijicich stadii
méné vhodna a béhem nepfiznivych obdobi v obvyklych endemickych zénach. Obvykle je
doprovdazena infekcemi dalSimi hlisty. Chronickd forma hemonchdzy se mize také objevit

v endemickych zénach, kde ¢astec¢né funguji kontrolni opatreni (Besier et al., 2016b).

Pro diagnostiku infekce H. contortus lze vyuZit pomérné jednoduchy a rychly test FAMACHA,

ktery hodnoti barvu spojivky podle standardizované sady péti barevnych odstini od normalni

cerveno-rlizové aZ po bilou, kterd znaci termindlni anémii. Tento systém umoznuje identifikovat

postizena zvifata, ktera nasledné mohou byt osetfena individudlné, tj. bez potreby oSetfovat

celé stado, a zvySovat tak selekcni tlak pro vznik anthelmintické rezistence. Prohlidky zvifat jsou
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nejlépe doporuceny v 7-10 dennich intervalech, coz mlzZe predstavovat nevyhodu ve velkych

stadech (Besier et al., 2016a).

Kromé systému FAMACHA se v praxi vyuZzivaji také laboratorni postupy, jejichz vyhodou je
zjisténi subklinické infekce. Voditkem pfi podezieni na infekci H. contortus miZe byt pomocné
hematologické vysetieni (typické je snizeni hematokritu nebo koncentrace hemoglobinu). Pro
potvrzeni infekce je nutné provést parazitologické vysetreni vzorkl — vaji¢ek z vykalQ, larvalnich
stadii z prostredi nebo dospélcl nejcastéji ziskanych post mortem. Namisto téchto vysetieni je
mozné vyuzit také moderni laboratorni metody zaloZzené na molekularnich technologiich,
zejména pak PCR, které nabyvaji stale vétSiho vyznamu (Arsenopoulos et al., 2021). Pro zjisténi
miry kontaminace pastvin vajicky H. contortus se vyuziva FWEC (faecal worm egg count), ktery

hodnoti pocet vajicek helmintd ve vykalech (Besier et al., 2016a).

2.2.4. Prevence infekci zplisobenych H. contortus

V soucasné dobé je na prevenci hemonchdz kladen velky daraz. Ackoli 1é¢ba hemonchdz
anthelmintiky predstavuje jednoduchy, levny a ndkladové efektivni zplsob kontroly, Siroka
aplikace anthelmintik neni v dlouhodobém horizontu udrzitelnd. Vzhledem k narGstajici
rezistenci a chybéjicim novym lécivim tak nar(istad potfeba vyvoje alternativnich a pomocnych

metod kontroly helmintéz (Stear et al., 2007).

Management podminek pastvy

Jak jiz bylo popsano vySe, vajicka jsou vylucovana zinfikovaného jedince pomoci trusu
a nasledné ve vnéjsim prostiedi probiha preména az do L3 stadia, kdy larvy cekaji na spaseni
a poté se ve svém hostiteli preménuji na dospélého jedince. Rozptylenilarev z trusu je do znacné
miry zavislé na dostate¢ném mnozstvi vody, které umoznuje migraci larev. Kromé horizontalniho
pohybu po pastviné se larvy mohou pohybovat svisle po travé a jinych rostlinach, aby zvysily své
Sance na spaseni. Pfed nepfizni pocasi se mohou larvy chranit svislou migraci opaénym smérem,
tedy do pldy, kterd mlzZe pUsobit jako Utocisté. U volné Zijicich stadii zaleZi rychlost vyvoje

a Sance na preZiti na pocasi, zejména na teploté a vlhkosti (Stear et al., 2007).
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Vzhledem k tomu, Ze pastviny jsou hlavnim mistem infekce helminty, existuji strategie pro

minimalizaci tohoto prenosu:

1. Snizenim poctu zvifat na jednotku plochy se snizuje také mnoZstvi trusu na této plose,
coz vede ke sniZeni rizika infekce. Bohuzel vzhledem k tomu, Ze néktefi jedinci mohou
v trusu vylucovat obrovska mnozstvi vajicek, nemusi tento zpUsob vzdy fungovat. Navic
chov ovci neni tak ziskovy, aby chovatelé tuto moznost ¢asto volili.

2. Dalsi moznou strategii je stfidani riznych druhl zvifat na pastvé. Vyhodné je stfidani
druhu zvirat, které si nejsou blizké, jako napfiklad ovce a koné. Jeden druh helminta pak
obvykle nenapada oba tyto druhy. Nevhodné je vSak tfeba stfidani ovci a koz, které jsou
druhy blizkymi a helminté, vcetné H. contortus, mohou infikovat jak ovce, tak kozy.
Nevyhodou tohoto pfistupu je moznost smiSené infekce parazity, ktefi nejsou specificti
pouze pro dany druh.

3. Dalsi moznosti je oSetieni stada anthelmintikem a jeho nasledné vypusténi na cCistou
pastvinu. Nevyhodou je mozny vznik rezistence a Sifeni téchto rezistentnich helmintd
na dané pastviné.

4. Dalsi strategii je rozdéleni pastviny na nékolik sektora s rotaci riznych druht, kdy se
predpoklada, Ze nez se do daného sektoru vrati plvodni hostitel, infekéni larvy zahynou.
Bohuzel vzhledem ke schopnosti larev pfezit i extrémni podminky nemusi byt toto

feSeni ucinné (Stear et al., 2007).

Biologicka prevence

Vsechny organismy jsou ovliviiovany rliznymi faktory, mezi které mlizeme zaradit tfeba vnéjsi
podminky, potravu, ale také faktory jako jsou paraziti, predatofi a konkurenti. Nematoda jsou
rozsahlou skupinou organismU s velkym mnozstvim predator(, ktefi se timto stavaji kandidaty
pro jejich biologickou kontrolu. Nékolik studii prokazalo schopnost snizeni mnozstvi infekénich
larev na pastvinach pomoci houby Duddingtonia flagrans. Jeji velkou vyhodou je, Ze zfejmé
nema zadné skodlivé ucinky na neparazitarni hlistice Zijici v padé av praxi tak nenarusuje
Zadouci pochody v prostredi. PouZiti dravych hub tak predstavuje slibnou moznost kontroly

hlistic. Pro optimalni ucinky je vSak tfeba kazdodenni pfisun hub v potravé (Stear et al., 2007).
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Dalsi metody prevence

Dalsi metody prevence se tykaji kontroly parazitickych stadii pfimo v hostiteli a nejcastéji
probihaji prostfednictvim podpory imunitniho systému. Vnitini prostredi hostitele, které hraje
velmi dllezitou roli vrychlosti vyvoje hlistice, je ovliviiovdno imunitni reakci hostitele.
U hostitel(i, ktefi jsou vici helmintim rezistentni, se sniZuje produkce vaji¢ek, jejich

Zivotaschopnost a navic dochazi ke zpomaleni vyvoje pozienych larev (Stear et al., 2007).

1. Wiiva hostitele

U nékolika druh nematod véetné H. contortus bylo prokazano, Ze podavani doplnkl stravy
obsahujicich velké mnoiZstvi protein( pred infekci i v jejim pribéhu, mizZe omezit klinické
pfiznaky, nebo jim dokonce predchazet. Dalsi studie rovnéz prokazaly zvyseni rezistence
hostitele vici nékterym druhlim nematod podavanim doplrikl stravy s ureou, coz by mohlo
predstavovat levny zdroj neproteinového dusiku namisto téch drazsich proteinovych.
Kromé toho se ukazalo, Ze pro podporu rezistence hostitel( vici hlisticim Ize vyuZit doplrky
stravy s obsahem nékterych stopovych prvkd, jako jsou Zelezo, méd,, zinek nebo molybden.
Doplnky stravy predstavuji UspéSnou metodu pro prevenci helmintdz. Prekdzkou jejich

vétsiho rozsiteni jsou prevazné financni divody (Stear et al., 2007).
2. Vakcinace

Ovce jsou diky opakovanému vystaveni H.contortus schopné vyvinout si vi¢i nému
ochrannou imunitu. Ztohoto dlivodu je vakcinace velmi studovanou strategii (Stear
et al., 2007). Nejucinnéjsi soucasné vakciny se spoléhaji na ochranu indukci vysokych hladin
cirkulujicich protilatek na skryté stfevni antigeny H. contortus. Uspéch této strategie vyUstil
v Austrdlii v zavedeni vakciny, kterd je zaloZena pravé na vytaicich ze stfeva parazita.
Extrakce protein( z gastrointestindlniho traktu parazita je bohuzel neprakticka, a tak cilem
v soucasnosti vyvijenych vakcin je vytvofit vakcinu rekombinantni, ktera by byla bezpecna,
stabilni a levna. Vyvoj rekombinantnich vakcin zaloZenych na slozkdch Uspésné nativni
vakciny dosud nebyl dosazen a vétSina nedavnych Uspéchl rekombinantnich vakcin se

zaméfila na antigeny nesouvisejici se stfevnimi antigeny (Nisbet et al., 2016).
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3. Genetické pristupy

V radmci srovnani rGznych plemen ovci z pohledu rezistence vici H. contortus se jasné

ukazalo, Ze néktera plemena jsou k této hlistici mnohem rezistentnéjsi nez jina, z ¢ehoz

plynou nasledujici moZnosti ovlivnéni hemonchdzy na Grovni genetickych pristup:

a.

Vybér vhodného plemene
Nejjednodussi zplsob predstavuje vyuZiti rozdild mezi plemeny. V praxi to znamena
vyuziti plemen odolnéjSich namisto téch, ktera jsou kinfekci H. contortus vnimava.
Vzhledem ktomu, Ze rezistentni plemena byvaji vendemickych oblastech vyskytu
H. contortus drobnéjsi nez zvifata vnimava, panovaly obavy ohledné jejich produktivity.
Ukdzalo se vsak, Ze i pfes mensi velikost mohou byt odolnéjsi zvifata produktivnéjsi nez

jejich vétsi vnimavi pribuzni (Stear et al., 2007).

Cross-breeding
Predpoklada se, ze v rdmci kfizeni rliznych rezistentnich plemen ovci by mohla vzniknout
plemena vUc¢i H. contortus rezistentnéjsi. Ackoli vyzkum tohoto jevu u ovci neni zatim
dostatecny, vzhledem k pozitivnim vysledkim u dobytka se predpokladaji vysledky

obdobné (Stear et al., 2007).

Vybér jedinch v ramci plemene
U nékterych vysokoprodukcnich plemen je chovatelsky neptiznivé nahrazovat tato
plemena za jina. V rdmci tohoto pfistupu se predpokladd, Zze vybérem rezistentnéjsich
jedincli v rdmci chovu se jejich potomstvo stava rezistentnéjsim neZ potomstvo vzniklé

nahodnym parenim (Stear et al., 2007).

2.2.5. Lécba infekci H. contortus

Lécba hemonchdz je zaloZena predevSim na vyuZivani velmi rozsahlé skupiny chemicky

raznorodych lécCiv s anthelmintickymi Ucinky, ale své misto si vytvareji také nové alternativni

metody biologického charakteru (Lamka & Duchacek, 2014; Stear et al., 2007). V soucasnosti je

kladen ddraz na co nejmensi vyuZivani anthelmintik a naopak zvySené vyuziti preventivnich

opatreni (Arsenopoulos et al., 2021).
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2.3. Anthelmintika

Latky s anthelmintickym ucinkem se podle své Gcinnosti proti jednotlivym tfidam cervl déli na
antinematoda, antitrematoda a anticestoda. Mnoha anthelmitika mohou mit soucasné ucinky
proti vice tfiddm cervl nebo iproti plvodclm zevnich parazitdz (tzv. endektocida) (Lamka
& Duchacek, 2014). Obecné by idealni anthelmintikum mélo spliovat nékolik zakladnich
charakteristik, a to Siroky terapeuticky index (tj. pomér mezi efektivni a toxickou davkou), Siroké
spektrum ucinku, aktivitu proti dospélym inedospélym jedinclm (nesmi vést k vytvoreni
imunity u larev), minimalni vliv na fyziologické funkce hostitele (napf. konverze Zivin, snizeni
rastu), snadné prijeti zvifaty, jednoduchost aplikace, ekonomickou nenarocnost, kratkou
ochrannou Ihdtu a minimalni riziko vyskytu rezidui v potravinach ZivociSného plvodu

(Dobsikova et al., 2012).

2.3.1. Mechanismus ucinku anthelmintik

Mechanismus ucinku antiparazitarnich Iéciv je zaloZzen na vyskytu charakteristickych rozdil(
v zakladnich metabolickych pochodech hostitele a parazita, kdy dochdzi k selektivnimu zdsahu
(vétsinou k inhibici) procesl v téle parazita. Mezi ovlivnéné struktury patti tfeba specifické
enzymy pfitomné pouze u parazita (napf. enzym fumarat reduktaza dileZity pro energeticky
metabolismus parazita), dale enzymy, které se vyskytuji jak u parazita, tak u hostitele, které jsou
ovsem nepostradatelné pouze pro parazita, nebo rlizné biochemické procesy, které u parazita

probihaji (viz tab. 1) (Dobsikova et al., 2012).

Tab. 1. Mechanismus Uc¢inku nejdulezitéjSich anthelmintik

Cil ucinku

Skupina

Zastupci

lontové kanaly

Tetrahydropyrimidiny

Pyrantel, morantel

Imidazothiazoly

Levamizol

Makrocyklické laktony

Ivermektin, moxidektin

Piperazin

Mikrotubuly

Benzimidazoly

Tiabendazol, albendazol,

mebendazol, flubendazol

Bioenegetické Salicylanilidy Klosantel
pochody Chlorované sulfonamidy Klorsulon
Neznéamé - Prazikvantel

(pfevzato z Kohler, 2001, str. 337, tab. 1)

Triklabendazol
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Existuje nékolik zakladnich skupin anthelmintik uZivanych pro |écbu infekce H. contortus.
Komercéné uzivané pripravky mohou byt monokomponentni, nebo obsahuji kombinace rliznych
[éCiv. Davodem pro pouziti polykomponentnich pfipravkl je zajisténi tcinnosti proti helmintim
rezistentnich na jednotliva anthelmintika a snizeni miry selekce pfi jejim vzniku. BohuZel rutinni
pouzivani téchto pfipravkl vedlo ke vzniku multirezistentnich kment (Besier et al., 2016a). Cilem
chovatelll po celém svété je zpomaleni dalsiho vyvoje anthelmintické rezistence, proto je
dalezZité podavat anthelmintika cilené, ato zvifatlm, ktera vykazuji symptomy infekce. Diky
tomu se nejen zpomali vznik anthelmintické rezistence, ale sniZi se i rezidua anthelmintik v mase
a mléku a sniZuje se cena lécby. DalS$i mozZnosti je oSetfeni celého stdda v co moznd nejdelsich

casovych intervalech (Arsenopoulos et al., 2021).

2.3.2. Anthelmintické latky pouzivané pro Iécbu hemonchoz
Anthelmintika pUsobici proti H. contortus jsou zde rozdélena zejména dle Besier et al., 2016a:

1. Benzimidazoly

Tato skupina je v soucasnosti nejrozsahlejsi skupinou antinematod (Lamka & Duchacek, 2014).
Jeji historie saha az do roku 1961, kdy bylo na trh pfivedeno prvni Sirokospektré anthelmintikum
— tiabendazol, ktery predstavoval prvni benzimidazol viibec (Kéhler, 2001). Ostatni latky této

skupiny pak vznikly obménou jeho chemické struktury (viz obr. 6). Cast benzimidazol(i patfi

vvvvv

Mechanismus ucinku je zaloZen na inhibici B-tubulinovych podjednotek, které jsou nezbytné pro
tvorbu mikrotubulll v bunkach parazitl ajejichz narusena tvorba se projevi Zadoucim
poskozenim funkénosti celé parazitarni bunky (viz obr. 7) (Lamka & Duchadek, 2014).
Mikrotubuly jsou vysoce dynamické, vSudypfitomné bunécné struktury slouZici fadé Zivotné
dalezitych funkci véetné mitézy nebo pohyblivosti u vsech eukaryot. Tyto nezbytné struktury
existuji ve stavu dynamické rovnovahy, kde interakce Iék-tubulin vede k posunu tohoto
ustaleného stavu za nasledné ztraty mikrotubull a akumulace volného tubulinu. S ohledem na
klicovou roli mikrotubuld v mnoha bunéénych procesech vede nakonec tato jejich destrukce ke
smrti organismu (Koéhler, 2001). Jednim z dlivod( je zfejmé nedostatek energie pro parazita
zdlvodu inhibice tvorby ATP, coZ je nejspiS zplUsobeno ztratou transmembranového

protonového gradientu (Dobsikova et al., 2012; McCracken & Stillwell, 1991).

Princip vysoké selektivni toxicity benzimidazolovych antihelmintik neni zcela jasny, ale zda se, Ze

je zpGsoben mnohem vyssi afinitou k B-tubulinu helmintl ve srovnani se strukturami jejich
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hostitelli (Kohler, 2001). To umoznuje davkovat benzimidazoly bez zavaznéjsich vedlejSich
ucink(. DuleZitou skupinu z benzimidazol(l déla ito, ze kromé dospélych stadii plsobi i proti
stadiim vyvojovym, nékdy dokonce i proti vajickiim. Vysledna anthelminticka aktivita je zavisla
na délce pretrvavani terapeutickych koncentraci vtélnich tekutinach a tkanich.
U polygastrickych zvitat jako jsou ovce, skot, aj. Ize benzimidazoly podavat ijednorazové.
Nevyhodou je teratogenni plsobeni vétsiny latek, pro které se nemohou podavat brezim
samicim (Lamka & Duchacek, 2014). Cast benzimidazold je také kontraindikovana pro podani
laktujicim prezvykavcim s produkci ur¢enou pro vyZivu ¢lovéka (Dobsikova et al., 2012). Kvdli
dlouhodobému a castému pouzivani je rezistence na benzimidazoly rozsitena prakticky po celém
svété uz mnoho let. V nékterych oblastech tyto latky samostatné vibec nefunguji, a proto se

musi kombinovat latkami s jinym mechanismem ucinku (Besier et al., 2016a).

a. Albendazol
Pro Ié¢bu hemonchdzy ovci a koz vyuzivdme v soucasné dobé vyhradné albendazol, jez
ma antinematodni, anticestodni i antitrematodni Ucinky. Jednotliva terapeuticka ddvka

je 5,0-10,0 mg/kg zivé hmotnosti (Lamka & Duchacdek, 2014).
b. Fenbendazol, febantel, flubendazol, mebendazol, oxibendazol, tiabendazol

Tyto latky nejsou u hemonchdz ovci akoz indikovany (dle tab. 1, str. 65 Lamka

& Duchacek, 2014).

H

0 QO
P N >—()/ O I\] >—0/ I\j g
r\%NH ;\%NH CE\?_{;J

Albendazole Mebendazole Tiabendazole

Obr. 6. Molekuly nékterych benzimidazol( (pfevzato z Can et al., 2017).
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Obr. 7. Mechanismus uc¢inku benzimidazolG: Za normalnich okolnosti je depolymerizace
a polymerizace mikrotubull ve stavu dynamické rovnovahy. Benzimidazoly tuto rovnovahu
narusuji a zamezuji polymerizaci mikrotubuld, coZ vede k jejich destrukci, kterd ma za nasledek

naruseni Zivotnich funkci helmint( (pfevzato z Veterian Key, 2017, cit. 2021-01-03).

2. Makrocyklické laktony

Jedna se o IécCiva biosyntetického plvodu s antinematodni a antiektoparazitarni icinnosti, ktera
se déli na dvé zakladni skupiny, a to avermektiny (viz obr. 9) a milbemyciny (Lamka & Duchacek,
2014). Mechanismus ucinku je zaloZen na ovlivnéni specifickych glutamatovych receptor(
parazita spojenych s chloridovymi kanaly (GluCl kandly) (viz obr. 8), jelikoZ se tento parazitarni
typ glutamatového receptoru u savcl nevyskytuje. DalSim z moznych mechanismd ucinku je
také podpora uvolfiovani GABA do synapse. Oba tyto mechanismy vedou v kone¢ném dusledku
ke zvysenému influxu chloridovych iontd do neuronu, kjeho nasledné hyperpolarizaci
a snizenému prevodu nervovych impulst (tj. k inhibici neurotransmise) a naslednym navozenim
totdlni svalové paralyzy larvélniho i dospélého stadia parazita, ktera pak zplQsobi thyn a vypuzeni
parazita z hostitelského organismu (Dobsikova et al., 2012). Paralyza nepostihuje pouze
somatické svalstvo, ale tyka se i faryngealni svaloviny, coZ znemozni pfijem potravy, nebo svall
délohy, coZ zamezi spravé funkci rozmnoZovaci soustavy (Dobsikova et al., 2012, Prichard, 2001).
Vysledky experimentl naznacuji, Ze podjednotky typu GIuCla nesou vazebné misto pro
ivermektin, zatimco glutamatové vazebné misto je lokalizovdno na podjednotce P

(Kohler, 2001).

Problémem makrocyklickych laktond je velka zatez Zivotniho prostredi vzhledem k tomu, Ze se

2 98% vylucuji stolici v nezménéné formé. To mUlzZe zpUsobovat sekundarni otravy zvifat po
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pozieni kontaminovaného trusu. Vétsina savcll ma vsak nastésti hematoencefalickou bariéru
(HEB) pro tyto latky nepropustnou. Vyjimkou jsou néktera plemena pst (napf. kolie, jezevcik,
bigl, australsky ovc¢ak), ktera mohou byt nosi¢i mutovaného MDR1 (multidrug resistance
transporter) genu a u kterych k pfechodu makrocyklickych laktonl pres HEB dochazi velmi
snadno. Typickymi ptiznaky otravy jsou neurologické obtize (tfes, zachvaty, deprese), zvraceni,

slinéni, slepota, koma az smrt (Dobsikova et al., 2012).

a. lvermektin
Jedna se o historicky prvni |éCivo avermektinové skupiny. | v soucasnosti stéle patfi
mezi nejvyznamnéjsi makrocyklické laktony a zaroven iléciva veterinarni mediciny.
Vyhodou je, Ze pusobi proti vyvojovym i dospélym stadiim hlistic i ¢lenovci. Jednotliva
terapeuticka davka je 0,2-0,3 mg/kg zivé hmotnosti. Casta je kombinace s klorsulonem
nebo pyrantelem (Lamka & Duchacek, 2014). Nesmi se vSak poddvat samicim

v pokrocilé brezosti (Dobsikova et al., 2012).

b. Doramektin
Je taktéZ acinny proti vyvojovym idospélym stadiim hlistic a ¢lenovcl. Jednotliva

terapeuticka davka je 0,2-0,3 mg/kg zivé hmotnosti (Lamka & Duchacek, 2014).

c. Eprinomektin
Je urcen hlavné pro skot, kde plsobi proti vyvojovym idospélym stadiim hlistic
a ¢lenovcl. Jednotliva terapeutickd davka je 0,5 mg/kg Zivé hmotnosti (Lamka

& Duchacek, 2014).

d. Abamektin, selamektin, moxidektin, milbemycin

Tito zastupci se u hemonchdzy ovci zpravidla nevyuzivaji (Dobsikova et al., 2012).
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Obr. 8. Pfedpokladany mechanismus ucinku makrocyklickych laktond

Mezi tyto mechanismy patfi mozna paralyza farynxu, somatickych a déloznich nerv(.

a) Ve farynxu jsou faryngealni svalové buriky spojeny s nervovym provazcem pomoci
spojovaciho neuronu. AVM-senzitivni GIuCl receptory, které jsou makrocyklickymi
laktony ovliviiovdny, jsou na tomto neuronu pritomny. P-glykoprotein reguluje
koncentraci AVM v membrané buriky.

b) Vsomatickém svalu jsou signadly znervového provazce prenaseny pomoci
interneuron(l. Na interneuronech isvalovych burnkach se pravdépodobné nachazeji
AVM-senzitivni GluCl receptory, P-gp a AVM-senzitivni GABA receptory.

c) Na déloznich svalovych burikach, popf. na neuronech, které je inervuji, se rovnéz

nachazeji AVM-senzitivni receptory a pravdépodobné také P-gp.

(ptfevzato z Prichard, 2001, str. 452)
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Obr. 9. Slozitd struktura makrocyklickych lakton( (prevzato z Danaher et al., 2012).

3. Imidazothiazoly

Jedna se o dlouhodobé uZivanou skupinu anthelmintik s vyhradné antinematodni aktivitou
(Lamka & Duchadek, 2014). Mechanismus Ucinku spociva v cilené stimulaci acetylcholinovych
receptorll parazita s naslednou svalovou paralyzou. Vyssi davky pak také vyvolavaji interferenci

s metabolismem sacharidd u parazita (Dobsikova et al., 2012).

a. Levamisol
Jednd se o levotocivou formu plivodné terapeuticky uZzivaného racematu tetramisolu
(viz obr. 10). Levamisol je ucinny proti vyvojovym idospélym stadiim nematod,
ovocidni ucinky vsak nema. Jednotliva terapeutickd davka je 5,0-25,0 mg/kg zivé

hmotnosti. Pro zlepSeni u¢inku ho muiZeme kombinovat s niklosamidem (Lamka
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& Duchacek, 2014). Rezistence je v hlavnich endemickych oblastech uz bohuzel
pomérné vysoka, v méné exponovanych oblastech ma stdle dobré ucinky (Besier et al.,
2016a). Problematikou jeho vyuZiti v praxi je vysoka toxicita, ato zejména pfi i.v.
podani, kdy muZe zpusobit konvulzi, depresi CNS nebo asfyxii. Nepodava se ani

v pokrocilé brezosti (Dobsikova et al., 2012).

N
0

Obr. 10. Molekula levamisolu (pfevzato z ChemSrc, 2021, cit. 2021-03-11).

4. Tetrahydropyrimidiny

Skupina tetrahydropyrimidind ma antinematodni Ucinky, jejichZz Gcinnost proti H. contortus
u koz byla prokazana studii (Chartier et al., 1995). U¢inkuji jako agonisté nikotinovych receptor(i
na nervosvalovych ploténkach (depolarizace nervosvalové ploténky), ¢imz vedou ke spastické
paralyze helminta a jeho vypuzeni z organismu. Existuje zkfiZzena rezistence mezi touto skupinou

a levamizolem (Dobsikova et al., 2012).

a. Pyrantel
Plasobi proti helmintdm GIT vietné H. contortus. Je kontraindikovan v brezosti,
u kachektickych zvitat a pti onemocnéni ledvin.

b. Morantel, oxantel

Tito zastupci se u hemomchdzy ovci a koz neuzivaji (Dobsikova et al., 2012).

5. Organofosfaty

Tato anthelmintickd skupina se jiz pouZiva pouze v nékterych zemich. Mechanismus Gcinku
spociva v inhibici acetylcholinesterazové aktivity. Z tohoto dlvodu jsou potenciadlné toxické pro
savce, coz vede k nutnosti opatrnosti pfi jejich skladovani a podavani zvifatlim. Bylo popsano jen
malo pripadu rezistence, avsak neplsobi tak dobre proti dalsim dulezitym nematodim a hlavné
jejich larvam. Ackoli neni tato skupina vsude dostupna, ma dobré vyuziti jako uzkospektré

anthelmintikum hlavné kv(li rezistenci na ostatni skupiny (Besier et al., 2016a).

a. Naftalofos

b. Trichlorfon
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6. Salicylanilidy a substituované fenoly

Tato skupina zahrnuje nékolik sloucenin, jejichz mechanismus uéinku spociva v inhibici
energetického metabolismu. Plsobi jako Uzkospektrd anthelmintika hlavné proti helmintim
sajicim krev ajsou tak dulleZitou skupinou v boji proti H.contortus. Rezistence je vyssi

v endemickych oblastech (Besier et al., 2016a).

a. Klosantel
b. Rafoxanid
c. Disofenol

d. Nitroxynil

7. Derivdty aminoacetonitrilu

Jedinym zastupcem této skupiny je monepantel. U¢inkuje proti nikotinovym receptordm a ma
podobné Siroké spektrum jako makrocyklické laktony. Ackoli je k dispozici pomérné kratkou

dobu, uz byly ohlaseny pripady rezistence (Besier et al., 2016a).

8. Spiroindoly

Prvnim zastupcem této skupiny je derquantel, ktery plsobi podobné jako nékteré dalsi latky
jako antagonista nikotinovych receptor(l. Podava se pouze v kombinaci s abamektinem, protoze

sam o sobé nevykazuje dostatecné anthelmintické ucinky (Besier et al., 2016a).

2.3.3. Prirodni latky s anthelmintickym ucinkem

Dalsi moZnosti lécby je kromé anthelmintik vyuziti specifickych druh( rostlin, zejména téch,
které obsahuiji tfisloviny. Mezi tyto rostlinné druhy mizeme zaradit tfeba Cichorium intybus
a Lotus corniculatus. Mechanismus ucinku pravdépodobné souvisi's podporou imunity hostitele,
snizenim Zivotaschopnosti larev nebo pfimou toxicitou na dospéld nematoda (Besier et al.,
2016a). Ackoli se neprokazalo, Ze by rostliny s vysokym obsahem tfislovin vedly k Gplné eliminaci
parazitl, ucinkuji pravdépodobné v dlouhodobéjsim horizontu, kdy snizuji mnoZstvi H. contortus

v téle hostitele (Mravcakova et al., 2019).
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2.4. Metabolismus anthelmintik u H. contortus

Anthelmintické molekuly jsou pro H. contortus i jeho hostitele latky télu cizi, tj. nejsou vyuZitelné
jako zdroj energie nebo pro syntézu biomolekul, a mohou byt pro organismus toxické. Takové
latky oznacCujeme terminem xenobiotika. VSechny organismy si postupné vyvinuly fadu
detoxifikaCnich systém, pomoci kterych se mohou plsobeni téchto latek branit. Tyto systémy
jsou reprezentovany pomoci enzymU metabolizujicich xenobiotika (XME), které jsou
zodpovédné za fadu biochemickych reakci, které muizZeme rozdélit na reakce I. all. faze
metabolismu (viz obr. 11) (Matouskova et al., 2016). Jejich duleZitost byla potvrzena studiemi,
pfi kterych byly pouzity inhibitory téchto enzymi s naslednym zvysenim aktivity anthelmintik
(Stasiuk et al., 2019). Béhem I. faze metabolismu dochazi pfedevsim k oxidacnim, redukénim
a hydrolytickym reakcim, kdy probiha zabudovani a nebo odkryti urcitych funkcnich skupin
(-OH, NHy, -SH, -COOH) (Parkinson et al., 2015). Tato faze je katalyzovana zejména cytochromy
P450 (CYP) a reduktaz/dehydrogendz s kratkym fetézcem (SDR) (Laing et al., 2013). Ve Il. fazi
metabolismu je xenobiotikum anebo produkt wvznikly v predchozi fazi konjugovan
s endogennimi slou¢eninami, coZ je zprostfedkovavano hlavné glutathion S-transferazami (GST)
a UDP-glukuronyl transferazami (UGT) (Parkinson et al., 2015; Laing et al., 2013). Cilem prvnich
dvou fazi metabolismu je vznik méné lipofilniho produktu, ktery je sndze vyloucen z organismu
(Parkinson et al., 2015). ProtoZe tyto produkty jiz neprechazeji tak snadno pres membrany
pomoci pasivni difuze, je pro jejich pfenos nutna pfitomnost transportnich proteinl. Tento
pfenos byva nékdy oznacovan jako lll. faize metabolismu, kterd je umoZnéna predevsim diky

ABC transportnim proteinlim (ABC) (Skalova & Bousovd, 2011; Laing et al., 2013).

Cell
Uptake Phase | Phase Il Export
Drug Drug
@D—D— D> — & —
Transporter Oxidation Conjugation Transporter
reduction with
. endogenous
hydroxylation compound

Obr. 11. Schéma metabolismu xenobiotik: Po uptaku molekuly Iéciva do buriky dochazi k fazim
1 a2 metabolismu anaslednému vylouceni hydrofilniho metabolitu pomoci exportniho

transportéru (prevzato z Matouskova et al., 2016).
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Metabolismus anthelmintik se u helmintd a jejich hostitel( velmi lisi. Kromé toho existuji také
rozdily v metabolismu urdznych helmintll. Obecné plati, Ze hlistice maji jen omezenou
schopnost metabolizovat xenobiotika a bylo identifikovano jen malo metabolitd anthelmintik.
Kromé toho nékteré konkrétni druhy helmintl nedokadzou dle dosavadnich zjisténi nékterd
anthelmintika metabolizovat vlbec, napf. praziquantel u Dicrocoelium dendriticum
a Hymenolepsis diminuta nebo ivermektin u H. contortus. Na druhé strané byly popsany
biotransformace anthelmintik probihajici u helmintd, které nebyly pfitomny u jejich savcich
hostitel  (napf. methylace flubendazolu amebendazolu, glukosidace albendazolu

a flubendazolu, hydrolyza amidi monepantelu) (Matouskova et al., 2016).

Mezi nejdulezitéjsi enzymy |. faze biotransformace u zvifat irostlin patfi CYP. Tyto enzymy
metabolizuji celou fadu endogennich iexogennich latek, nejcastéji diky mono-oxygenaci
(zahrnuje hydroxylaci, dealkylaci, epoxidaci, dekarboxylaci, isomerizaci), ale také pomoci
peroxidace nebo redukce (Matouskova et al., 2016). Dlouhou dobu se mélo za to, Ze u helmintd
se CYP nevyskytuji, nicméné opak je pravdou. U Caenorhabditis elegans, nepatogenniho
helminta, ktery je ¢asto uzivan jako modelovy organismus, bylo identifikovano celkem 86 CYP
a uH. contortus to bylo 42 CYP. Oproti tomu u zastupcl podkmene Platyhelminthes byly
vétSinou nalezeny jen 1 nebo 2 CYP. U C. elegans a H. contortus jsou nékteré CYP, ale i dalSi
enzymy stejné, coZz zpUsobuje vznik stejnych nebo velmi podobnych metabolitd vétsiny
benzimidazoll u obou druh( parazit(i (Stasiuk et al., 2019). Tyto enzymy se vsak od téch lidskych
lisSi, protoZe ackoli je tfeba ivermektin ulidi metabolizovan CYP3A4, ani uC. elegans, ani
u H. contortus nebyl Zadny metabolit ivermektinu nalezen. Vétsina CYP se u H. contortus nachazi
v jeho travicim Ustroji, které tak predstavuje hlavni detoxifikacni organ. Bylo zjisténo, Ze se
exprese CYP lisi v zavislosti na pohlavi, kdy drtiva vétSina prevladala u sameckd, ale dochazi také
ke zménam v expresi jednotlivych izoenzym( v prlbéhu Zivotniho cyklu s nejvétsi expresi
u jednoho nebo vice larvalnich stadii, zatimco u dospélcll a vajicek je exprese vétsiny izoenzym

potlacena (Laing et al., 2015).

Metabolismus pomoci redukce je méné casty nez oxidace, ale u keton(, aldehydd, chinond,
dusikatych sloucenin, N-oxid( a S-oxidli mulzZe predstavovat hlavni metabolickou cestu.
U helmint( se vyskytuje pomérné velky pocet genl pro aldo-ketoreduktazy (AKR) a SDR, cozZ
podtrhuje vyznam reduktaz v metabolismu xenobiotik u helmintl (Matouskova et al., 2016).

SDR se jak u C. elegans, tak u H. contortus vyskytuje na 70 druh( (Stasiuk et al., 2019).
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DuleZitou nadrodinou multifunkénich enzymd, které hraji nezbytnou roli béhem Il. faze
biotransformace, predstavuji GST. Jejich hlavni Ulohou je konjugace molekul s tripeptidem
gluthathionem (Matouskova et al., 2016). Zatimco druhy GST se u C. elegans a H. contortus

pocitaji v desitkach, u podkmene Platyhelminthes nebyly nalezeny vibec (Stasiuk et al., 2019).

Dalsi duleZitou skupinou enzym(, které se ucastni Il. faze biotransformace jsou UGT.
Prevladajicimi reakcemi katalyzovanymi UGT jsou glukuronidace a glukosylace. Ackoli byly UGT
u helmintd studovany malo, jejich daleZitost byla potvrzena nékolika studiemi (Matouskova
etal.,, 2016). Stejné jako u vétSiny enzyml je mnoistvi UGT u H. contortus mensi nez

u C. elegans, i tak bylo identifikovano na 30 druh( (Stasiuk et al., 2019).

Membranové effluxni transportéry se déli na pét rodin, z nichz nejdlleZitéjsi je rodina
oznaCovana jako ABC transportéry, coZ jsou aktivni effluxni transportéry pulsobici proti
gradientu transportované latky (Skalova & Bousova et al., 2011). PUsobi efflux jak lipofilnich
latek, které se dostaly do buriky, tak i jejich hydrofilnich metabolit(, a to ve viech burikach vsech
organismud. Nejznamnéjsim ABC je P-glykoprotein (P-gp), jehoZ pfitomnost byla dokazana
u mnoha helmintG (Cvilink et al., 2009). ABC se vyskytuji i u nematod véetné H. contortus, kde

bylo popsano témér 50 riznych druhd (Stasiuk et al., 2019).

2.5. Rezistence

Rezistence na anthelmintika je definovadna jako ztrata senzitivity vici témto latkdm, ato
v populacich helmintl, u kterych v minulosti dochazelo ke kladné terapeutické odpovédi. Tato
zména v odpovédi na |écbu, bohuZel, nyni pfedstavuje zasadni problém pro efektivni kontrolu
helmintdz. PFi ziskdvani rezistence dochazi k tomu, Ze citlivi Cervi jsou selektivné odstrafovani
z geneticky heterogenni populace, coz v kone¢ném disledku vede k narlstu jedinc(, ktefi jsou
rezistentni na dané lécCivo. Vznik rezistence na anthelmintika byl kromé jinych faktord zptsoben

zejména jejich nadbytec¢nym uzivanim a nevhodnym davkovanim (Kohler, 2001).

Velkym problémem zadind byt tzv. multirezistence, kterou muizeme charakterizovat jako
rezistenci na tfi a vice skupin anthelmintik. Tyto multirezistentni kmeny mohou v budoucnosti
pro terapii hemonchodzy predstavovat velky problém. K multirezistenci miZe dochazet diky
vzniku rezistence na jednotlivé typy anthelmintik oddélené, ale jsou popsany i pfipady moznych
interakci, kdy napfiklad po opakovaném podavani ivermektinu doslo ke sniZeni ucinka

benzimidazoll (Arsenopoulos et al., 2021).
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Zakladni déleni mechanism( rezistence je na farmakodynamické a farmakokinetické.
Farmakodynamické mechanismy jsou zaloZzeny na zméné struktury nebo poctu makromolekul
(napf. receptord nebo proteint), na které se dané lécivo vaze nebo pres které pusobi. Vlivem
téchto mechanismU vSak ¢asto dochazi ik rezistenci na strukturné pribuznd léciva, protoze
vétsSinou ovliviiuji ty stejné pozménéné struktury. Farmakokinetické mechanismy jsou zalozené
na snizeni koncentrace toxické latky v burikdch. Mezi takové mechanismy fadime zejména
zvysenou aktivitu enzymU metabolizujicich 1é¢iva (transportni proteiny a biotransformacni
enzymy). Tyto farmakokinetické mechanismy ve vysledku zpUsobuji omezeni vstupu, zrychleni

deaktivace nebo zrychleni eliminace daného léciva (Skalova, 2017).

Dale muZeme mechanismy rezistence rozdélit na specifické a nespecifické. Specifické
mechanismy zahrnuji vSechny farmakodynamické a ¢ast farmakokinetickych mechanismu.
Jednd se ozmény mifené pfimo vU¢i dané latce, popf. latkdm pribuznym. Oproti tomu
nespecifické mechanismy zajistuji efflux jakychkoli xenobiotik nezavisle na jejich strukture
ajsou zprostredkovdny transmembranovymi ABC transportéry, konkrétné P-gp a MRP

(multidrug resistance-associated proteins) (Riou et al., 2003).

H. contortus ma skvélou schopnost vytvofit si rezistenci na anthelmintika, coZz mu umoznilo
vytvofit si rezistenci na vétSinu skupin IéCiv béhem zhruba 10 let od uvedeni na trh. Rezistence
je ztohoto dlivodu v soucasnosti pfitomna na vSechna dlleZitd anthelmintika, v€etné dlouho
uzivanych benzimidazoll, imidazothiazold nebo makrocyklickych lakton(, ale také nedavno
zavedenych Iéciv, jakym je napfiklad monepantel, coZ ohroZuje udrZitelnost chovu ovci a koz na

celém svété (Kotze & Prichard, 2016).

2.5.1. Mechanismus rezistence u nékterych léciv

H. contortus je Siroce studovan vyzkumniky, ktefi se snazZi pochopit mechanismy, které tento
parazit vyuZzivd pfi vzniku anthelmintické rezistence. Tyto studie ukazuji specifické molekularni
mechanismy rezistence na vSechny zakladni skupiny IéCiv— benzimidazoly, imidazothiazoly,
derivaty acetaminonitrilG a makrocyklické laktony (Kotze & Prichard, 2016). Je vSak tfeba mit
napaméti, Ze mechanismy rezistence jsou ¢asto zkoumdny na laboratornich kmenech a tyto

poznatky nemusi zcela korespondovat se situaci realnych kmend (Arsenopoulos et al., 2021).

Prehled rGznych faktor(, které mohou ovliviiovat Gc¢inek anthelmintika a které nasledné vedou
k poskozeni parazita (druhy sloupec) nebo anthelmintické rezistenci (tfeti sloupec), je uveden

v tabulce 2.
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Tab. 2. Schematické znazornéni raznych faktord, které by mohly ovlivnit pisobeni anthelmintika

Predpoklad pro ucinek MoiZnost rezistence
Schopnost |éCiva dostat se Pasivni difuze Efflux z bunky
do buriky a plsobit v ni Aktivni uptake
Cil a ucinek Spravné zacileni na misto Ztrata mista ucinku, snizeni
ucinku Ucinku, kompetice
o receptor
Ucinek na buriku Poskozeni buriky a jeji smrt Zrychlena schopnost opravy

poskozené buriky

Metabolismus Metabolismus neprobiha Vznik neaktivniho

Aktivace z prekurzoru metabolitu

(pfevzato z Kotze & Prichard, 2016)

Benzimidazoly

Mechanismus rezistence byl ubenzimidazoll intenzivné studovan spomérné velkym
uspéchem. U rezistentnich cervll je typickd ztrata vysoce afinitnich vazebnych mist pro
benzimidazoly na podjednotce mikrotubulového proteinu (viz obr. 12). Dalsi studie prokazaly,
Ze benzimidazolova rezistence je rovnéz spojena se selekci specifickych alel jednoho nebo obou
izotypU B-tubulinu (Kohler, 2001). Na zakladé pozdéjsich studii bylo zjisténo, Ze na pocatku
rezistence stoji bodova mutace izotypu 1 B-tubulinu, kdy dochazi k tzv. SNP (single nucleotide
polymorphism) (viz tab. 3). Konkrétné se nejcastéji jedna o zaménu fenylalaninu za tyrosin na
pozici 200 v genu B-tubulinu (F200Y). Mezi dalsi, méné obvyklé SNP, patii bodovd mutace na
pozici 167 (F167Y) a 198 (E198A) (Kohler, 2001; Kotze & Prichard, 2016). Dalsi studie ukazaly, Ze
u H. contortus rezistentnich na benzimidazoly mzZe rovnéz dochazet bud'k Uplné, nebo alespon
Castecné ztraté alel izotypu 2 B-tubulinu (Kotze & Prichard, 2016). Musime ovsem pocitat s tim,

Ze do hry mohou vstupovat i nékteré dalsi mechanismy, o kterych zatim nevime (Kéhler, 2001).
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Tab. 3. SNP na izotypu 1 genu pro B-tubulin u rezistetnich H. contortus

Cislo kodonu Pavodni aminokyselina Nova aminokyselina

167 Phe Tyr
198 Glu Ala
200 Phe Tyr

(Pfevzato z Furtado et al., 2016)

(a) BZ Molecules {b)

@ B-tubulin isotype-1 (wt) @ B-tubulin isotype-1 (SNP)
O@ o-/p-tubulin heterodimer (O@ o-/p-tubulin heterodimer

Obr. 12. Predpokladany mechanismus rezistence na benzimidazoly: U citlivych jedincli dochazi
vazbou benzimidazold na B-podjednotku tubulinu k zastaveni polymerizace mikrotubuld, coz
poskozuje dynamickou rovnovahu. U rezistentnich jedincl vSak SNP zpUsobuji zmény izotypu 1
B-tubulinu, brani tak vazbé benzimidazolli na své vazebné misto a zamezuji jejich Ucinku

(prevzato z Whittaker et al., 2017,).

Makrocyklické laktony

Rezistence na makrocyklické laktony byla dlouhou dobu hluboce studovdna s nepresvédcivymi
vysledky. Dle Blackhall et al. 1998 bylo zjisténo, Ze pravdépodobné dochazi ke zvysené expresi
alely genu pro a-podjednotku glutamatového chloridového kanalu (GluCl). Dalsi studie pak
zjistily, Ze mUZe dochazet také k mutacim na genu pro GIuCl, coZ ale nebylo potvrzeno ve
vzorcich z terénu (viz obr. 13). Dalsi kroky studii pak vedly ke zjisténi, Ze roli mGze hrat také efflux
makrocyklickych laktonl z buriky pomoci P-gp (Kotze & Prichard, 2016). To bylo potvrzeno
zjisténim, Ze inhibitory P-gp mohou zvysit senzitivitu H. contortus k makrocyklickym laktonim
(Arsenopoulos et al., 2021). Ackoli vSechny tyto mechanismy byly podrobné studovany,
nemulzeme s jistotou fici, Ze skutecné zpUsobuji rezistenci H. contortus na makrocyklické laktony

(Kotze & Prichard, 2016).
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Obr. 13. Predpokladany mechanismus rezistence na makrocyklické laktony: U citlivych jedincl
H. contortus dochazi k alosterické aktivaci GluCl diky molekule makrocyklického laktonu, coz
vede kinfluxu CI a ndsledné hyperpolarizaci neuromuskuldrniho systému. Diky strukturalni
zméné GIuCl u rezistentnich jedinct je vSak schopnost vazby sniZena a k influxu CI" nedochazi, to

brani uc¢inku makrocyklickych laktonl na parazitarni buriku (pfevzato z Whittaker et al., 2017).

V pomérné neddvné studii provadéné Urdaneta-Marquez et al., 2014 byl vSak objeven dalsi
mozny mechanismus rezistence. Bylo zjisténo, Ze dochazi k anatomickym zménam a funkci
amfid — vackovitych chemoreceptord nachazejicich se v predni ¢asti téla H. contortus slouZicich

jako senzorické organy (viz obr. 14) (Kotze & Prichard, 2016).

Obr. 14. Zmény v pricném fezu amfid u ivermektin-rezistentniho kmenu H. contortus (obr. B)

oproti ivermektin-senzitivnimu kmenu (obr. A) (pfevzato Freeman et al., 2003).
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Imidazothiazoly

Dle studii provddénych Sangsterem je mechanismus rezistence na levamisol a dalsi
imidazothiazoly zplsobend zménami mista plisobeni téchto latek v burice. K tomu dochazi hned
nékolika zplGsoby. Jednak bylo zjisténo zkraceni genli podjednotky nikotinového
acetylcholinového receptoru (nAChR), dale jejich sniZzena transkripce, rovnéz snizena transkripce
genll pro pomocné proteiny na nAChR (viz obr. 15) (Kotze & Prichard, 2016). To doklada, Ze
H. contortus je schopen vytvofit si rizné molekuldrni mechanismy, kterymi se brani pldsobeni
imidazothiazolll. Detekce anthelmintické rezistence molekuldarnimi metodami je ztohoto

dlvodu sloZita (Arsenopoulos et al., 2021).

Derivaty aminoacetonitrilu

Studie zabyvajici se rezistenci H. contortus byly provadény jiz pred uvedenim téchto latek na trh.
Dle Kaminsky et al., 2008 bylo zjisténo, Ze mutantni linie vznikly jiz béhem nékolika generaci.
Konkrétné doslo ke zménam na dvou podjednotkach gent pro nAChR (viz obr. 15). Tyto zmény
vedly k mis-splicingu, inzercim a bodovym mutacim, které nasledné zplsobovaly predcasnou
terminaci translace proteinu. Tyto studie vSak probihaly na in vitro modelech a nebylo jisté, zda
tyto zmény budou patrné i u skutec¢nych vzork(l (Kotze & Prichard, 2016). Novéjsi studie ovsem
naznacuji, Zze opravdu k nékterym témto mutacim u realnych vzorkd dochazi a rezistence na

monepantel je jiz pomérné rozsitena (Arsenopoulos et al., 2021).

40



(a) Na* Q a

NA molecules

(Extracellular)

Agonist
binding site

(Intracellular)

MNa* (Depolarization)

Ca?*
() . Qa
Na Qa
Ga{* _.:‘F 'C| MNA molecules

¥

(Extracellular) (d)

a Mo agonist
binding

{Intracellular)

Truncated nAchR subunit

Obr. 15. Predpokladany mechanismus rezistence na nikotinové agonisty (levamisol,
monepantel, pyrantel): Agonisté nikotinovych receptord se vaZou na specifické misto mezi
podjednotkami o a B nAChR, coZ vede kinfluxu kationtd do buriky a nasledné depolarizaci
neuromuskularniho systému. U rezistentnich kmenl dochazi ke zkraceni jedné B podjednotky
a mizi tak vazebné misto pro nikotinové agonisty, coz je ziejmé jeden z mechanism rezistence

na tyto latky (prevzato z Whittaker et al., 2017).

Klosantel

ProtozZe je klosantel Uzkospektrym anthelmintikem pusobicim jen na krev-sajici parazity jako
H. contortus a Fasciola hepatica, bylo mu vénovdno mnohem méné pozornosti neZ
sirokospektrym anthelmintikim jako jsou benzimidazoly. | utéto latky se vsak vyskytuje
rezistence. Na zakladé studii provedenych Rothwellem a Sangsterem (1997) bylo zjisténo, Ze
u klosantel-rezistentniho kmene H. contortus dochdzi k mensi akumulaci klosantelu v téle
parazita. Autofi se domnivali, Ze by to mohlo byt zplsobeno nékolika mechanismy, nicméné

skutecny dlivod dosud zUstava neznamy (Kotze & Prichard, 2016).
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2.5.2. Enzymy metabolizujici xenobiotika a rezistence

Pritomnost a aktivita enzym( metabolizujicich xenobiotika (XME) hraje duleZitou roli pfi vzniku
rezistence na anthelmintika. Bylo dokazano, Ze i nizké davky anthelmintik vedou u helmintd

k aktivaci obrannych mechanismu a sniZeni citlivosti vici témto latkam (Cvilink et al., 2009).

Indukce mnoha XME 1. i ll. fize metabolismu v disledku expozice xenobiotiklim byla popsana
napf. u C. elegans (Stasiuk et al., 2019). Tento jev je patrny i u H. contortus, jehoz rezistentni
kmeny vykazuji vy$si tvorbu metabolitli flubendazolu nez ty citlivé (Laing et al., 2015). Nicméné
up-regulace enzym je u C. elegans na mnohem vyssi Urovni a tento parazit tak vykazuje vétsi

Uspésnost napf. v metabolismu benzimidazold (Stasiuk et al., 2019).

Vzniku rezistence tak mdze napomahat zvySena exprese rtiznych XME. Mira vlivu jednotlivych
typl enzymu je pravdepodobné rozdilna. Napr. zvySena exprese CYP jako dlvod rezistence na
ivermektin dle studie Kellerova et al. 2019 nebyla potvrzena, nicméné neni vylouceno, ze CYP
hraji roli v rezistenci na jind anthelmintika (Kellerova et al., 2019). Oproti tomu nékolik studii
prokdzalo zapojeni ABC v rezistenci hlistic na makrocyklické laktony, zejména na ivermektin,
zatimco vliv ABC na rezistenci H. contortus vici flubendazolu nebyl pozorovan. Ackoli neni
znama souvislost mezi expresi GST, jejich aktivitou a rezistenci na |éciva, upregulace GST vedla
ke zvyseni rezistence na vysychani larev H. contortus. A nakonec dlleZitost UGT v rezistenci na
anthelmintika byla naznacena nékolika studiemi, napf. bylo prokazano, Ze rezistentni dospélci
H. contortus produkovali mnohem vétsi mnoZzstvi konjugdtl albendazolu a flubendazolu

s glukdzou nei citlivi jedinci (Matouskova et al., 2016).

Vliv exprese XME na rezistenci u H. contortus, ale i dalSich druh( helmintd, neni zatim dobfre
prozkoumanou oblasti aje tfeba ji dale studovat, protoze ndm miiZe pomoci pochopit

mechanismy vzniku rezistence na uZivana anthelmintika.

2.5.3. Diagnostika rezistence

Stale se zvysujici vyskyt rezistence vedl k nutnosti vyvoje vhodnych diagnostickych nastroju.
Mezi zékladni podminky vhodnych diagnostickych metod mizeme zaradit jejich spolehlivost,
snadné poufiti, reprodukovatelnost vysledkl a samoziejmé také cenu. Diagnostické nastroje
mUZeme rozdélit na dva zakladni typy, a to in vivo testy, béhem kterych jsou parazité uvnitf téla
hostitele, a in vitro testy, které probihaji na rliznych Zivotnich stadiich parazitli mimo hostitelovo

télo (Taylor et al., 2002).
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Nejpouzivanéjsi metodou diagnostiky rezistence je v soucasnosti in vivo test FECRT, ktery
porovnava pocet vajiCek parazita ve stolici hostitele pred I|é¢bou anthelmintiky a po ni
(konkrétné by vzorky mély byt sbirdany po 10-14 dnech od podani anthelmintické latky). Vyhodou
FECRT je to, Ze mUZe byt pouZit pro vsechny skupiny anthelmintik (Taylor et al., 2002). Tento test
ma ale i své limity, které snizuji vhodost jeho Sirokého pouZiti. Mezi tyto limity patfi naklady na
jeho provedeni, nedostatecna presnost, odliSnosti v obsahu vaji¢ek v jednotlivych vzorcich

a nizka senzitivita testu (Kotze & Prichard, 2016).

Alternativy in vivo testu byly hledany po mnoho let. Tyto testy jsou na rozdil od FECRT mnohem

levnéjsi, relativné rychlé a nezatézuji hostitelsky organismus (Kotze & Prichard, 2016).

vvvvvv

princip lihnuti vajicek parazita v pfitomnosti anthelmintika, nejcastéji tiabendazolu. Pokud je
populace H. contortus citliva, obvykle neprezZiva davku tiabendazolu vyssi nez 0,1 pg/ml (Taylor
et al., 2002). Ukazalo se také, Zze podil vajicek, ktery se pfi této koncentraci vylihl, Ize pfiblizné
srovnat s poétem rezistentnich jedincl v populaci. Vyhodou této metody je neinvazivnost vici
hostiteli, rychlost, cena a hlavné vhodnost pro pouziti u H. contortus (Kotze & Prichard, 2016).
Nevyhodou je obtiznost ziskdvani nevyvinutych vajicek ataké skutecnost, Ze nelze pouZit
jakékoli anthelmintikum — je nezbytné, aby anthelmintikum ovliviiovalo rana stadia helmintd
a aby bylo rozpustné ve vodé — v tomto ohledu se jako nejlepsi volba ukazal pravé tiabendazol

(Taylor et al., 2002).

Dalsi in vitro metodou diagnostiky rezistence je test vyvoje larev (LDT), pti kterém se méri ucinek
anthelmintik na vyvoji larev H. contortus z L1 do L3 infekéni faze. Vyhodou této metody je
rychlost, cena, spolehlivost a také to, Ze na rozdil od EHT nemusi byt pouZita nevyvinuta vajicka.
Navic Ize vyuZit pro celou fadu anthelmintik (Taylor et al., 2002). Nevyhodou je, Ze ne vidy
koreluji data o citlivosti larev s citlivosti dospélct — byly popsany pripady, kdy dospéli jedinci
vykazovali vysokou miru rezistence, zatimco larvalni stadia se v rdmci LDT ukazovala jako citliva

(Kotze & Prichard, 2016).

Dalsi, spise experimentdlni metodou, je test motility larev (LMT), ktery se zabyva pohyblivosti
larev parazitickych cervll véetné H. contortus po podani anthelmintika. Hlavni nevyhodou je
skutecnost, Ze ackoli existuje nékolik zplsobl provedeni tohoto testu, dosud nebyl zaveden
standardizovany postup. Ztohoto dlvodu se LMT v praxi nepouZiva tak Siroce jako metody

predchozi (Kotze & Prichard, 2016).

Nadéjnou metodou diagnostiky rezistence se staly molekuldrni metody. K této nadéji vedla

znalost molekularni podstaty anthelmintické rezistence H. contortus u nékterych anthelmintik.
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Vzhledem k réiznym stupndim znalosti rezistence u jednotlivych chemickych skupin latek je vSak
tento Ukol pomérné narocny. Nejlépe Ize provést u benzimidazoll, jelikoZ jsou mechanismy
rezistence na tyto latky dobre prostudované. Ackoli tato metoda nedokdze urcit stupen
rezistence, dovede dobre rozliSovat mezi rezistentnimi a citlivymi izolaty, coz by z ni mohlo
udélat rutinni diagnosticky nastroj pro detekci rezistence. U ostatnich skupin lé¢iv nedochazi
k tak rychlému vyvoji molekularni diagnostiky, jak bychom si prali, za coZ mohou hlavné

neznalosti konkrétni povahy mechanismu rezistence (Kotze & Prichard, 2016).

2.6. Vyvoj novych léciv

Vyvoj novych léciv je zdlouhavy proces, pfi kterém se do klinické praxe dostavaji nové molekuly.
Tento proces zahrnuje vSechny nezbytné kroky od identifikace nové molekuly pres preklinické
a klinické zkousky az po uvedeni léciva na trh ajeho nasledné postmarketingové sledovani
(Preziosi, 2007). Cely proces vyZaduje znacné investice ¢asu a financnich prostfedkld a mlze
trvat aZ 15 let, aby se nové latky dostaly z laboratore az na trh. Ackoli se odhaduje, Ze v soucasné
dobé je tfeba na vyvoj jednoho Iéciva investovat zhruba 3 miliardy americkych dolard (a tyto
sumy budou neustale rlst), Uspésny vstup na trh zaznamena méné nez 10% novych latek
(Judrez-Lépez & Schcolnik-Cabrera, 2020).

Existuje nékolik cest, kterymi se mGzeme vydat pfi hledani nového lécCiva. Nejjednodussi cestou
je hledani tzv. ,me too drugs”, kdy se diky mensi zméné struktury plvodni [éCivé latky ziskavaji
latky pfibuzné se stejnym mechanismem ucinku (Preziosi, 2007). Vyhodou téchto latek je, Ze
mohou mit mensi nezadouci UcCinky, interakce, vyssi specifitu Gcinku, lepsi farmakokinetické
vlastnosti a samoziejmé také vyrazné nizsi cenu vyvoje a rychlejsi cestu na trh. Prikladem skupin,
kde najdeme velké mnoiZstvi ,me too drugs”, jsou tfeba statiny, ACEi, peniciliny a cefalosporiny,
beta blokatory nebo SSRI (Aronson & Green, 2020). Nevyhodou naopak je, Ze vlastni
mechanismus Uc¢inku z(stdvd stejny, coZ treba u anthelmintické skupiny benzimidazoll
znamena, Ze rezistentni kmeny nejsou citlivé vici Zzadnému lécivu z této skupiny.

Néktera ,me too” léciva prinadsi tak zdsadni zménu oproti pldvodni molekule, Ze o nich jiz
nemluvime jako o,me too drugs”, ale jejich vyvoj oznaujeme pojmem inovativni zlepSeni
(Preziosi, 2007). Tykd se to napriklad betablokatorl, u kterych byly vpribéhu casu
z neselektivnich 1éciv vyvinuty latky kardioselektivni, které vyznamné zvysuji dlleZitost této

skupiny (Aronson & Green, 2020).
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Posledni, nejtézsi cestou vyvoje novych IéCiv, je tzv. inovativni vyzkum. Jadrem inovativniho
vyzkumu je najit 1éCivo, které ma nejenom jiné fyzikdlné-chemické vlastnosti, ale predevsim jiny
mechanismus uc¢inku oproti molekuldam, které se pro lé¢bu dané nemoci béiné vyuZivaji
(Preziosi, 2007). Tyto latky, nazyvané jako vidci molekuly, ¢asto predstavuji prilom v dosavadni
|écbé konkrétnich nemoci. Pro vyvoj téchto IéCiv mohou védci vyuZivat rGzné zdroje — napf. latky
prirodniho plvodu, chemickou syntézu nebo biotechnologické metody (Petrova, 2014). Tento
proces je financnéi casové nejnarocnéjsi ze vsech moznosti. Z tohoto dlvodu se pfi inovativnim
vyzkumu objevuje novy pfistup, tzv. ,,drug repurposing” (DR), pfi kterém se hledaji dalsi ucinky
starSich molekul a jejich mozné vyuzZiti pro novy ucel. Tento pfistup je zalozen na principu
polyfarmakologie, coz je schopnost latky ovliviiovat vice cilovych struktur. V ramci DR Ize kromé
molekul uZivanych v praxi vyuzZit i latky, které se jiz ucastnily klinického hodnoceni a nedosly az

na trh ve své plvodné zamyslené indikaci (Juarez-Lopez & Schcolnik-Cabrera, 2020).

2.6.1. Drug repurposing

Ve Spojenych statech americkych predstavuje v souc¢asné dobé DR priblizné 30% vsech nové
schvalenych |é¢iv a do roku 2004 bylo 84% vsech |é¢iv uzivanych v USA pouZivano pro vice nez
jednu indikaci (Juarez-Lopez & Schcolnik-Cabrera, 2020).

DR v sobé skryvd nékolik vyhod, a sice zkracuje dobu nutnou pro vyvoj nového léciva o 5-7 let,
protozZe uz je k dispozici jeho bezpecnostni profil, davkovaci schéma a farmakokineticka data
(Judrez-Lépez & Schcolnik-Cabrera, 2020). Rovnéz dochazi ke zvyseni pravdépodobnosti, Ze se
|éCivo dostane aZ na trh, ato zhruba o 150%. Dochazi také ke snizeni finan¢ni narocnosti
vyzkumu aZz o 80% (Jourdan et al., 2020). Vyhodou také je, Ze i potencidlni I1éCiva, kterd neprosla
dal nez do klinickych testl, nemusi byt zcela opusténa, ale mohou byt vyuZita pro jiny ucel.
Nasbirand data tak mohou byt vyuZita nadale. Pro priklad lze uvést tfeba farmaceutickou
spolecnost Pfizer, ktera pti hledani léCiva na vysoky krevni tlak a ischemickou chorobu srdec¢ni
nalezla molekulu sildenafilu. Poté, co se prokazaly jeji ucinky na erektilni dysfunkci, se zdjem
vyzkumnikl presunul pravé na tuto oblast a pod obchodnim nazvem Viagra® se sildenafil stal
jednim z nejuspésnéjsich IéCiv v historii (Petrova, 2014).

Existuje vSak také nékolik nevyhod DR. Navzdory slibnym vysledkiim v akademickém vyzkumu
se farmaceutickym firmam tento proces nemusi vyplatit, a to zejména pokud jiz vyprsel patent
plavodni molekuly a je k dispozici fada generik. V tomto pfipadé totiz nemuUze byt zaruéeno
vyhradni uZivani latky od vyrobce, ktery na moznost DR pro novou indikaci upozornil (Jourdan

et al., 2020). MUze také dojit k pfipadu, kdy se molekula uZ v praxi nepouziva a privést ji zpatky
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na trh by znamenalo vynaloZeni velkych nakladd, které by se nemusely vratit zpét. Pro podporu
DR by proto bylo potfeba zvyhodnit firmy, které se rozhodnou do procesu investovat. Mezi dalsi
nevyhody miZeme zaradit skutecnost, Ze ackoli in silico modely umoznuji védcim predvidat
nova potencialni pouZiti 1éCiv, tyto modely nemusi odpovidat redlnym podminkdm a je nutné
ovéfit je na in vivo ain vitro modelech. Je proto nutna spravna optimalizace kritérii, aby
nedochazelo k zavedeni na faleSnou stopu a zbyteénému zvySeni nakladl a zpoZzdéni/zastaveni
celého procesu. MUze také dojit k selhani DR kvlli nespravnému predpokladu, Ze pro novou
indikaci bude uUCinnd stejna cesta podani astejné davkovani jako pro indikaci pavodni
(Juarez-Lopez & Schcolnik-Cabrera, 2020).

Hlavni nevyhodou DR pro antimikrobidlni nebo antiparazitarni pouziti je, ze tyto indikace
obvykle vyzaduji dadvkovani na urovnich pfesahujicich Urovné dosazené béhem studii toxicity
provadénych kregistraci aje tedy nutné opakovat toxicitni studie pro vyssi davky

(Zajickova et al., 2020).

Postup pfti drug repurposing

V minulosti nebyly tyto latky objevovany systematickym vyzkumem, ale ndhodné. Jako pftiklad
Ize uvést tfeba repurposing kyseliny acetylsalicylové pro jeji antiagregacni ucinky nebo vyse
zminény sildenafil (Juadrez-Lopez & Schcolnik-Cabrera, 2020; Jourdan et al., 2020).

V soucasnosti je vsak trendem systematicky pfistup. Ten spociva nejprve v identifikaci
potencialni slouceniny (sloucenin) pro urcitou indikaci, nasleduje preklinické hodnoceni
k objasnéni biologickych mechanism( jejiho plsobeni a nakonec se provadi klinické studie ke
zjisténi ucinnosti a bezpecnosti. K objasnéni novych mechanismd nebo molekularnich interakci
jsou zapotrebi rozsahlé znalosti o zkoumaném onemocnéni a charakteristikdch slouceniny,
véetné fyzikalné-chemickych, farmakokinetickych, farmakodynamickych a toxikologickych
profilll. Pro tyto uUcely bylo vytvoreno nékolik specidlnich databazi, pracujicich na zakladé
raznych kritérii. Diky moZnostem bioinformatiky cini pfedpokladany cas potrebny pro objeveni
hledané molekuly pouhé dva roky. Proces DR vyZaduje systematicky pfistup a spojuje védeckd
data z mnoha obord, jako jsou in silico modely, syntetickd chemie, in vitro ain vivo zkousky,

systémové farmakologické pristupy a klinické studie (Juarez-Lépez & Schcolnik-Cabrera, 2020).
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Priklady drug repurposing

Jak jiz bylo receno vyse, pro DR Ize vyuzit jak molekuly bézné vyuzivané v klinické praxi, tak i ty,
které jiz byly z praxe vyrfazeny nebo se do ni nikdy nedostaly. Pfikladem prvniho pfipadu je
napfiklad duloxetin, l1éCivo dfive schvélené pouze k 1é¢bé deprese a Uzkostnych stavi, dnes FDA
schvdlené také na inkontinenci stresového plvodu, fiboromyalgii a chronickou muskuloskeletarni
bolest (Li & Jones, 2012). Lécivem, které bylo vyrazeno z praxe aznovu se vratilo, je tfeba
nechvalné znadmy thalidomid — lé¢ivo plvodné uZivané proti téhotenské nevolnosti bylo
zakdzdno poté, co se prokazaly jeho teratogenni ucinky. V soucasnosti je thalidomid vyuZivan
jako tzv. sirotci lIéCivo pro léCbu lepry, ale zaznamenal také druhy DR pro lIéébu mnohocdetného
myelomu (Jourdan et al., 2020). Oproti tomu zidovudin se v prvni zamyslené indikaci na trh nikdy
nedostal, diky DR vsak dostal novou Sanci. Plvodné byl vyvijeny pro lé¢bu onkologickych
onemocnéni, kde nevykazoval dostatec¢né ucinky, a dnes se vyuzivad jako lécivo proti HIV

(Broder, 2010).

Drug repurposing u anthelmintik

Vzhledem kvelké finanéni naroc¢nosti vyvoje novych léCivje vyvoj anthelmintik tak trochu
odsunut na vedlejsi kolej a helmintdzy tak tvofi nejvétsi skupinu tzv. opomijenych tropickych
nemoci. DR pfedstavuje pro hledani anthelminticky Ucinnych Iatek idedlni cestu. Systematickym
vyzkumem byly nalezeny desitky potencionalnich anthelmintik, ato zejména ze skupiny
antimalarik a protinadorovych IéCiv. VétSina téchto latek bohuzel zatim nebyla podrobena
klinickych zkouskdm a na své moZné uplatnéni teprve cekaji. Pomérné daleko je ve vyzkumu
oxantel pamoat. Toto potencionalni IéCivo bylo objeveno jiz v 70. letech minulého stoleti, ale
nebylo v praxi pouzivano (Panic et al., 2014). Oxantel pamoat se jevi jako nadéjna latka pro
kombinaci s albendazolem pfi 1é¢bé onemocnéni zplsobenym Trichuris trichiura, kde bylo
potvrzeno zvyseni Ucinku oproti samotnému albendazolu (Speich et al., 2014). DalSim pfikladem
DR u anthelmintik jsou antimalarika ze skupiny artemisininQ, ktera jsou potencidlnimi lécivy
onemocnéni zplUsobenych rldznymi helminty, napf. Schistosoma spp., Fasciola spp., ale
i H. contortus (Lam et al., 2018). Zajimavym |léCivem v rdmci DR by mohl byt tamoxifen — léCivo
bézné uzivané pro Iécbu nadorl prsu, které vykazuje ucinek vici S. mansoni (Panic et al., 2014;

Oliveira et al., 2019).

Na zakladé studie provedené Weeks et al. 2018 bylo zjisténo, Ze antidepresiva sertralin,
paroxetin a chlorpromazin jsou potencidlné vhodnd pro DR jako anthelminticky ucinné latky.

Studie probihala zejména na modelovém organismu — helmintu C. elegans. Ukazalo se, Ze
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pUsobenim téchto latek dochazi u C. elegans k usmrceni vsech stadii od vajicek pres vyvijejici se
larvy, aZ po dospélé jedince. Prekvapiva byla i obrovska rychlost téchto déji, ktera Cinila jen
nékolik minut po expozici. Sertralin, paroxetin a chlorpromazin byly také testovany na dalSich
helmintech, kdy doslo ke snizeni motility dospélct Trichuris muris, zabranéni lihnuti a vyvoje
Ancylostoma caninum a usmrceni S. mansoni. Tito helminté jsou si navzajem pomérné vzdaleni,
a tak vyzkum ved| k nadéji, Ze vySe uvedené latky budou moct byt pouzivany jako dalsi metoda
boje proti helmintim a zpomali vznik anthelmintické rezistence ostatnich pouzivanych latek

(Weeks et al., 2018).

2.7. Sertralin

Sertralin je selektivni inhibitor reuptaku serotoninu (SSRI). Mezi dalsi latky radici se k této
skupiné patfi citalopram, escitalopram, fluoxetin, fluvoxamin nebo paroxetin. SSRI se pouZivaji
u lidi hlavné pro svou antidepresivni aktivitu. Nachazeji vSak vyuziti také v terapii uzkostnych
chorob (obsedantné-kompulzivni poruchy, generalizovana lUzkostna porucha, panicka porucha,
posttraumaticka stresova porucha a socidlni fobie). SSRI selektivné inhibuji pouze zpétné
vychytavani serotoninu, minimalné ovliviuji receptory v centralni nervové soustavé a nemaji
proto nezadouci ucinky charakteristické pro starsi antidepresiva (Dolezal, 2013).

Inhibici aktivniho transportniho mechanismu pro zpétné vychytdvani serotoninu zvysSuje
sertralin koncentrace serotoninu v synaptickych Stérbinach a prodluzuje tak jeho aktivitu na
postsynaptickém receptoru. Inhibice zpétného vychytavdni vede ke snizenému obratu
serotoninu prostfednictvim mechanismu negativni zpétné vazby. Predpoklada se, Ze tyto
zékladni farmakologické ucinky zplsobuji antidepresivni aktivitu sertralinu (Murdoch &
McTavish, 1992).

Chemicky se jedna o derivat naftylaminu a s ostatnimi SSRI jsou navzajem struktualné pomeérné
heterogenni. Typicky je pro né aminoalkylovy postranni fetézec, ¢asto spojeny se zbytkem
molekuly atomem kysliku. U paroxetinu a sertralin'i je postranni fetézec soucasti alicyklického
utvaru. Sertralin neobsahuje atom kysliku. S vyjimkou fluvoxaminu jsou SSRI opticky aktivni
slouceniny. Sertralin se pouziva ve formé cis-izomeru s konfiguraci 15,4S (viz obr. 16). V praxi se

vyuziva jako sertralin hydrochlorid (Dolezal et al., 2013).
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Obr. 16. Molekula sertralinu: Lékopisny sertralin hydrochlorid chemicky: (1S,4S)-4-(3,4-
dichlorfenyl)-N-methyl-1,2,3,4-tetrahydronaftalen-1-amin-hydrochlorid (pfevzato z Dolezal et
al., 2013, str. 77).
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3. Cil prace

Cilem této prace bylo studium mozného poufziti sertralinu v [é€bé hemonchdzy, nemoci malych
prezvykavcll zplsobené gastrointestinalni parazitickou hlistici vlasovkou slezovou (Haemonchus

contortus).

V ramci prace byl hodnocen:
e Vliv sertralinu na hladinu ATP u H. contortus
e Metabolismus sertralinu u H. contortus

e Hepatotoxicita sertralinu u ovce domaci (Ovis aries) — hostitele H. contortus
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4. Experimentalni cast

4.1. Material

4.1.1. Chemikalie

H. contortus

e lzolace

o Agar, Sigma

o NaCl, Penta
¢ Medium na H. contortus

o RPMI-1640 (R8758), Sigma

o Glukdza, Penta

o Penicilin-Streptomycin (Pen-Strep), Sigma

o Amfotericin B, Thermo Fisher Scientific

o HEPES = (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina), Roth
e ATP assay

o Ethanol (96%), Penta

o EDTA (Ethylen-diamin tetraoctova kyselina) (Triplex Ill), Sigma

o Tris = Tris(hydroxymethyl)aminophen, Merck

o HCI(35%), Penta

o ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS Il, Roche

» Luciferasa

» ATP standard

Hepatocyty

e Eurocollins
o KH,PO,, Lachner
o Ky;HPO,4, Penta
o KCl, Penta
o NaHCOs, Penta

o Glukdza, Penta
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e Roztoky naizolaci hepatocyti

O

O

@)

@)

Na;HPO, . 12 H,0, Penta
KH,PQO,4, Lachner

NaCl, Penta

KCl, Penta

MgS0,. 7H,0, Slgma
NaHCOs;, Penta

CaCl,, Sigma

EGTA (ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid), Sigma

Kolagenasa, Gibco

Hovézi sérovy albumin, Slgma

NaOH, Lachner
HCI (35%), Penta

e Roztok kolagenu

@)

@)

e Medium na hepatocyty (ISOM)

o Williams E medium prasek, Sigma

o NaHCOs, Penta

o Ham’s Nutrient Mixture F12 (HAM F12), Sigma

o Penicilin, Sigma

o Streptomycin, Sigma

o FBS (Fetal Bovine Serum), Gibco
e MTT test

o

o NayHPO4. 12H,0, Penta

o NaH;POs . 2H,0, Penta

o HCI(35%), Penta

o lIsopropanol, Lachner

o Ivermektin, Sigma

o Albendazol, Sigma

Kolagen, Roche

Kyselina octova, Sigma

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma

e Dalsi chemikalie

O

O

Trypanova modf, Sigma

Pneumoxid
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Extrakce sertralinu ze vzorku

e (t)-Sertraline-D3 hydrochloride roztok (D3-SRT), Sigma
e Ethanol HPLC, Penta

e Ethylacetat HPLC, Penta

UHPLC — MS

e Kyselina mravenci HPLC-MS, Fluka
e Acetonitril 100% HPLC-MS, Fisher Chemical

BCA assay

e Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific

e NaOH, Lachner

Dalsi pouzité chemikalie

e Sertralin hydrochlorid (SRT), Sigma

e ,Phosphate buffered saline” (PBS) tablety, Sigma
e Suchy led

e Redestilovana voda

e Dimethylsulfoxid (DMSO), Lachner

4.1.2. Spotrebni material

e Nesterilni 96-jamkové desticky ¢erné, Costar® 3915 Black Flatbottom

e Nesterilni 96-jamkové desticky Grainer, CELLSTAR® 96 well plates

e Sterilni 96-jamkové desticky, TPP® Tissue culture test plate, 96 wells, 92696
e Sterilni 24-jamkové desticky, TPP® tissue culture plates, 24 wells, 92024
e Sterilni Petriho misky pro tkariové kultury, TPP® 22,1 cm?, 93060

e Jednordazové pipetovaci Spicky, Eppendorf

e Mikrozkumavky, Eppendorf

e 50 ml centrifugacni zkumavka se Sroubovacim uzdvérem, P-lab

e 2ml mikrozkumavky se Sroubovanim uzdvérem, SSi Bio

e Vialky, Eppendorf

e Zirkonové kulicky SiliBeads, Sili
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4.2.

Filtry LUT Syringe Filter PTFE, 4mm, 0,22um, PL70A-102

Injekéni stiikacky trojdilné — Luer Slip, sterilni, bezezbytkové, Medilab
Inserty, Agilent, 9301-1387

Parafilm

Gazy

Sitko na filtrovani hepatocytl

Skrabka na buriky

Bunicina

Igelitové sacky

Alobal

Pomiuicky a pFistroje

Laboratorni nadobi

Analytické vahy Scaltec SBC 22, Scaltec

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Nexera, Shimadzu
Vysokouciny kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000
Hmotnostni spektrometr Q Exactive Plus Orbitrap
Hmotnostni spektrometr Shimadzu LC-MS 8030

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810R, Eppendorf

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge, Thermo Fischer Scientific

Koncentrator Eppendorf Concentrator Plus, Eppendorf

Trepacka Multi Reax, Heidolph

Thermomixer Comfort, Eppendorf

Tecan Infinite M200, Spark Control Tecan v. 2.2, Tecan

Laminarni box Aura vertical S. D. 4, Bioair

Kulickovy homogenizator FastPrep-24 5G, MP Biomedicals
Pipety Eppendorf Research, Eppendorf

Automatické pipety Eppendorf Xplorer, Eppendorf
Multikandlové automatické pipety Eppendorf Xplorer, Eppendorf
Vortex IKA MS2 mini shaker, Gemini

Mikroskop, NIB-100 Inverted Biological Microscope, Novel Optics

54



e (CO;inkubator, Binder

e Autokldv, Binder

e pH metr, SI Analytics

e Elektromagnetickd michacka + michadlo
e Lednice

e Mrazici box (-80°C a -20°C)

e Chladici box

e Ultrazvukova lazen

e Birkerova komurka

e Centrifugacni kyvety

e Biichnerova nélevka

e Pinzety
e Skalpel
e Nuzky

e Stopky

e Nadoba naled

e Hadicky pro perfuzi jater

4.3. Metody

4.3.1. Priprava pufrl, médii a roztoku

Z3asobni roztoky HCl a NaOH

a. 5MHCI

5M roztok HCI vznikl doplnénim 44 ml 35% HCl do 100 ml redestilovanou vodou. Ndslednym
fedénim tohoto roztoku byly ziskdny roztoky HCl o poZadované koncentraci pro jednotlivé
experimenty.

b. 5M NaOH

5M roztok NaOH vznikl rozpusténim 20g hydroxidu sodného v redestilované vodé a doplnénim
na objem 100 ml. Naslednym fedénim tohoto roztoku byly ziskany roztoky HCl o poZadované

koncentraci pro jednotlivé experimenty.
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H. contortus

a. Priprava agaru

Agar byl pfipraven rozpusténim 45 g praskového agaru ve 3 litrech vody za sou¢asného zahtivani

a nasledného zchlazeni.

b. Medium na H. contortus

Pro pfipravu kultivaéniho média na H. contortus byl vyuzit komeréné dostupny Sigma RPMI-1640
(R8758), tak aby obsahoval 0.8% glukdzy, 0.25 pg/ml amfotericin B, 10 U/ml penicillin, 10 pg/ml
streptomycin, 10 mM HEPES (dle Kotze & McClure, 2001).

K 500 ml média bylo pfidano:

e 3 gglukdzy (1 g je jiz v médiu)
e 0,5 ml amfotericinu B
e 5 ml Pen-Strep
e 5 mlHEPES
c. PBS

Rozpusténim jedné tablety PBS v 200ml redestilované vody vznikl 0,01 M fosfatovy pufr, pH 7,4.

Hepatocyty

a. Eurocollins (roztok na transport a promyti tkani — jater)

o SlozZeni:
*  KH.POs4 2,05 g/|
»  K;HPO, 47,40 g/
= KCl 1,12 g/l
= NaHCO; 0,84 g/l
= glukosa 35,00 g/l

Vsechny slozky byly navazeny, rozpustény v malém mnoiZstvi redestilované vody, slity
a doplnény v odmérné barnce na objem 1 litru. Pak byl roztok rozdélen do lahvicek z umélé

hmoty (po 50 — 400 ml) a zmrazen.
b. Roztoku kolagenu 10 mg/ 25 ml

Pomoci dvou sterilnich pinzet bylo navdZeno 10 mg kolagenu do sterilni mikrozkumavky

Eppendorf. Vlamindrnim boxu byl navdZeny kolagen premistén do sterilni umélohmotné
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nadobky a bylo k nému pfipipetovano 25 ml sterilni 0,1% kyseliny octové. Nadobka byla
uzaviena, opatfena parafilmem a ponechana ve vodni lazni pfi teploté 37°C do rozpusténi
kolagenu za obcasného protfepani. Pfipraveny roztok byl preplnén do jiné sterilni nddoby, aby

nebylo kontaminovano vicko. Do doby pouziti byl roztok uchovavan v lednici.
c. Fosfatovy pufr

Pro ptipravu fosfatového pufru bylo rozpusténo 2,4g NaHPO4,.12H,O0 a 0,4g KH,PO,
v redestilované vodé a vysledny objem doplnén na 200 ml. Pufr byl poté rozplnén po 20 ml do

lahvi¢ek a zmrazen pfi -20°C.
d. Roztok soli

Roztok soli byl pfipraven rozpusténim 160g NaCl, 8g KCl a 4g MgS0O, . 7H,0 v redestilované vodé
a doplnénim na objem 2 litrd. Tento roztok byl rozplnén po 200ml do plastovych lahvi a zmrazen

pfi-20°C.
e. 1M roztok NaHCO3

Tento roztok byl pfipraven rozpusténim 16,8g NaHCOs v redestilované vodé a doplnénim na
objem 200 ml. Roztok byl poté rozplnén po 31,2 ml do plastovych lahvi a uchovavan pfi teploté

-20°C.

f. Roztoky na izolaci hepatocyti
Nejprve byly pfipraveny 2 litry zasobniho roztoku (ZR) smichanim 1780 ml redestilované vody,
200 ml roztoku soli a 20 ml fosfatového pufru. Tento roztok byl nasledné vyuZit na pfipravu
roztokl A, By, By a C. Nejprve byl pfipraven pomocny roztok X smisenim 1200 ml ZR a 31,2 ml
1M NaHCOs a naslednym probubldnim pneumoxidem ve vodni lazni pfi teploté 37°C po dobu
7 minut a nasledné Upraveé pH na 7,4 (diky 1M HCl nebo 1M NaOH). Roztok X byl poté vyuZit pro
pfipravu roztokl A a B. Roztok B, ktery je vyuZit pro pfipravu roztokd By a Bk, vznikl rozpusténim
1 ml CaCl,v 500 ml pomocného roztoku X.
1. Roztok A
Pro pfipravu roztoku A bylo rozpusténo 0,1 g EGTA v 700 ml pomocného roztoku X.
Roztok byl prelit do 1 | odsavaci bariky a uchovdvan ve vodni lazni pfi teploté 37°C.
2. Roztok Bk s obsahem vapniku a kolagenasy
Pro pfipravu bylo odméreno 30ml roztoku B do 50ml zkumavky, ktera byla umisténa do
vodni [dzné pfi teploté 37°C. Tésné pred promyvanim jater timto roztokem bylo pfidano

30 mg kolagenasy.
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3. Roztok By s obsahem vapniku a albuminu (bez kolagenasy)
Roztok By vznikl smisenim 200 ml roztoku B s 2 g albuminu.

4. Roztok Cs obsahem vapniku
Pro pfipravu roztoku C bylo pouzito 800 ml ZR, ke kterému bylo pfidano 1,6ml CacCl,.
Nasledné bylo upraveno pH na 7,4 pomoci 0,1M HCl nebo 0,1M NaOH.

g. PEN/STREP

Pro pfipravu tohoto roztoku bylo rozpusténo 63 mg penicilinu a 105 mg streptomycinu v 10 ml

redestilovné vody.
h. Zivné médium ISOM

Priprava toho média probihala v lamindrnim boxu. Médium vzniklo smisenim rozkoku A a B
v poméru 1:1. Pro pfipravu roztoku A bylo rozpusténo 10,93 g Williams prdsku a 2,2 g NaHCOs3
v redestilované vodé, poté bylo pfidano 10,5 ml roztoku PEN/STREP a objem byl doplnénna 1 1.
Pro ptipravu roztoku B bylo rozpusténo 10,64 g HAM F12 a 1,2 g NaHCOs v redestilované vodé
a objem téz doplnén na 11. Pfipraveny ISOM byl poté probublavdn 7 min pneumoxidem
a nasledné bylo upraveno pH na 7,2 pomoci 1M HCI, nebo 1M NaOH. Vysledny roztok byl

prefiltrovan pres bakteridlni filtr.

i. Fosfatovy pufr0,1 M, pH 7,4
e 1000ml 0,21 M Na;HPO4.12 H,0, tj. 35,8g/1000 ml
e 250ml 0,1 M NaH,PO42H,O, tj. 3,9g/250ml

Jednotlivé slozky byly pfipraveny do odmérnych banék a potom slévany za stdlého michani (na

michadce) a kontroly pH (pH-metr) do poZadované hodnoty pH.
j- Roztok MTT

Roztok MTT byl pfipraven rozpusténim 3 mg MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid) v 1 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4. Pro diikladné rozpusténi byl roztok

vloZen na 10 minut do ultrazvukové lazné.
k. Lyzacniroztok - 0,08 M HCl v isopropanolu

Roztok byl pfipraven smisenim 2 ml 4 M HCl s 98 ml isopropanolu.
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Stanoveni ATP
a. Tris/EDTA pufr (100 mM EDTA / 2 mM Tris HCI pufr pH 7,8)

Pro pfipravu 1 litru tohoto pufru bylo rozpusténo 12 g Tris a 0,74 g EDTA v 600 ml redestilované

vody, pomoci 6 M HCI bylo upraveno pH a objem byl doplnén na 1 litr redestilovanou vodou.
b. SONOP (Sonification solution) - Ethanol (70% v/v) s obsahem 2mM EDTA, pH 10,9

Pro pfipravu 1 litru roztoku se 0,744 g EDTA rozpusti ve 200 ml redestilované vody, pH se upravi
na hodnotu 10,9 pomoci 5 M NaOH, pfida se 60 ml redestilované vody a nakonec 740 ml 96%

ethanolu.

c. Redéni ATP standardu
Obsah lahvicky s ATP standardem byl rozpustén pfidanim 990 pl Tris/EDTA pufru na koncentraci
1,65 x 10* M. Kalibraéni kfivka byla poté pfipravena pomoci dalsiho Fedéni vzniklych roztokd

pridavkem Tris/EDTA pufru dle tab. 4.

Tab. 4. Kalibracni kfivka pro stanoveni ATP

Roztok MnoiZstvi [roztoku] Tris/EDTA pufr Koncentrace (M)
10 ul ATP standardu 990 pl 1,65 x10%

1 10 pl [A] 990 pl 1,65 x 10°®

2 200 pl [1] 800 pl 3,30x 107

3 100 pl [1] 900 pl 1,65 x 10”7

4 200 pl [3] 800 pl 3,30x10%

5 100 pl [3] 900 pl 1,65 x 108

6 200 pl [5] 800 pl 3,30x10°

7 100 pl [5] 900 pl 1,65 x 10°

d. Redéni Luciferazy
Obsah lahvicky 1 byl rozpustén opatrnym ptidanim 10 ml redestilované vody a inkubovan po
dobu 5 minut bez tfepani. Spravného rozpusténi bylo docileno pomoci opatrného otaceni

lahvicky.
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Stanoveni koncentrace proteint

a. Pracovni roztok C pro stanoveni koncentrace proteint pomoci BCA

Pracovni roztok C byl pripraven smisenim roztokd A a B v poméru 50:1 za vzniku zeleného

roztoku.

e Roztok A: NaHCOs, Na,COs, vinan sodno-draselny, BCA v 0,1M NaOH — Ciry roztok
e Roztok B: 4% CuSO,. 6 H,O — modry roztok

b. Priprava kalibracni krivky

Pro vytvoreni kalibracni kfivky byl vyuzit hovézi serovy albumin (BSA, Pierce™) o koncentraci
0,2%, ktery byl nafedén 2M NaOH dvakrat za vzniku 0,1% roztok v 1M NaOH. Vzorky na
kalibraéni kfivku pak byly pfipraveny smisenim 0,1% roztoku BSA s 1M NaOH podle tab. 5.

Pro stanoveni bilkoviny u vzorkd pro méreni ATP bylo do roztok( 0,1% BSA v 1M NaOH a 1M
NaOH rozpustén navic zbytek po odparfeni Tris/EDTA pufru tak, aby sloZeni kalibraéni krivky

odpovidalo sloZeni ve vzorcich.

Tab. 5. Pfiprava vzork(d pro sestrojeni kalibraéni kfivky

Koncentrace 0,1% roztok BSA 1M NaOH
1 0 pg/ml oul 100 pl
2 200 pg/ml 20 ul 80 pl
3 400 pg/ml 40 pl 60 ul
4 600 pg/ml 60 ul 40 pl
5 800 pg/ml 80 ul 20 ul
6 1000 pg/ml 100 pl oul
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4.3.2. Experimenty s H. contortus

Biologicky material

Pro tento experiment byly pouzity tfi kmeny H. contortus.

1) |ISE = inbred susceptible Edinburgh (MHco3) — citlivy k béZné uzivanym anthelmintikiim

2) IRE = inbred resistant Edinburgh (MHco5) — rezistentni vici benzimidazolim
a ivermektinu

3) WR = White River (MHco4) — rezistentni na ivermektin, benzimidazoly, ivermektin

a levamisol klosantel a rafoxanid

Kmeny ISE a IRE byly specialné vyslechtény pro védecké ucely, kde se vyuzivaji jako kmeny citlivé
a rezistentni. Tyto inbredni kmeny vznikly kfizenim kmene SE (benzimidazol-citlivého kmene
z Edinburgu) a kmene RE4 (benzimidazol-rezistentniho kmene ziskaného z kmene SE) béhem 15

generaci (Roos et al. 2004).

Kmen WR oproti tomu nebyl vytvoren uméle a pochazi z oblasti jizni Afriky (Le Jambre et al.

1994).

Izolace dospélcl H. contortus

Zdrava jehnata (3-4 mésice stard) byla peroradiné infikovana 5000 larvami tretiho stadia
H. contortus (L3). Ctyfi tydny po infekci byla jehfiata porazena v souladu s platnou legislativou.
Slezy ovci byly vyjmuty, umistény do plastového sacku, uloZzeny do vody o teploté 37°C
a transportovany do laboratore. Dospélci H. contortus byli ze slezu jehnat ziskani post mortem
pomoci agarové metody, pfi které se obsah slezu zamichal do agaru o teploté okolo 37°C
a nasledné se premistil na gdzu. Po ztuhnuti agaru se gaza povésila do nadoby s fyziologickym
roztokem, kde béhem inkubace doslo k migraci H. contortus z agaru na dno nadoby. Obsah
nadoby se slil a byli tak ziskani dospélci H. contortus. 1zolovani jedinci pak byli ru¢né rozdéleni

podle pohlavi za pomoci mikroskopu a pouziti pro nasledujici experimenty.
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Inkubace dospélct se sertralinem

Dospélci H. contortus roztfidéni podle pohlavi byli naneseni na 24 jamkovou desti¢cku. Pro
stanoveni metabolitti sertralinu bylo do jedné jamky s 1,2ml média umisténo 15 sameckd nebo
10 samicek. Pro stanoveni vlivu sertralinu na Zivotnost dospélcti bylo do jedné jamky s 900 pl
média umisténo 8 sameckl a 4 samicky. Nasledné probihala inkubace po dobu 24 hodin (pro
stanoveni metabolitl sertralinu) nebo 48 hodin (pro stanoveni vlivu sertralinu na Zivotnost
dospélcll) pfi teploté 37 °C a 5% CO,. Pro stanoveni metabolitl bylo médium odpipetovano do
zkumavek a cervi byli tfikrat oplachnuti pomoci PBS, osuseni a premisténi do 2ml zkumavky se
$roubovacim uzévérem. Tyto vzorky byly uchovény pfi teploté -20°C do extrakce. Cervi uréeni
pro stanoveni mnozstvi ATP byli po promyti rozseparovani po jedné samicce a dvou sameccich
a ulozeni do 2ml zkumavek se Sroubovacim uzdvérem s 50ul SONOPu a nasledné byli Sokové

zmrazeny na suchém ledu a uchovany pfi -80°C do méreni.

Stanoveni mnozstvi ATP v dospélcich

Tato metoda umoziuje kvantifikaci Zivotaschopnych bunék na zdkladé pritomnosti ATP, ktery je
nezbytny pro spravnou funkci vSech Zivych bunék. Poskozeni bunék vede k rychlému poklesu
cytoplazmatického ATP. Luciferdza katalyzuje rozklad ATP na AMP a PPi za soucasné emise

svételného zareni méreného pfi 562 nm. (BMG LABTECH, n.d., cit. 2021-01-10).

Vlastni provedeni
Vzorek bylo tfeba béhem zpracovani uchovavat pfi nizké teploté (vychlazena centrifuga,

uchovavani na ledu), protozZe pfi nesplnéni této podminky by mohlo dojit k rozkladu ATP diky
pritomnym enzymuim. Ke vzorkdm byla pfidana odmérka zirkonovych kuli¢ek a 450 pl Tris/EDTA
pufru andsledné byla provedena homogenizace za pomoci kulickového homogenizéru
FastPrep24 (20 s, 9m/s). Po homogenizaci byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut (13 200
rpm, 4°C). Pro vlastni méfeni ATP ve vzorku pomoci luciferdzové metody bylo vyuZito 5 pl
supernatantu ze vzorkd a 45 pl Tris/EDTA pufru, které byly naneseny na ¢ernou 96-jamkovou
desticku uréenou pro tento Ucel. Na desticku bylo téZ duplicitné naneseno 50 ul roztok( pro
sestrojeni kalibracni ktivky pfipravené podle rozpisu. Luciferaza byla opatrné rozpusténa v 10 ml
redestilované vody a do kazdé jamky desticky bylo multikandlovou pipetou co nejrychleji
napipetovano 50 ul tohoto roztoku, aby se zajistily stejné podminky pro méreni. Desticka byla

vloZzena do luminometru a nasledné byly vyhodnoceny vysledky.
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4.3.3. Experimenty s hepatocyty

Izolace jater

Jatra byla ziskana spolecné s izolaci dospélc H. contortus. Po poraZce zvitete byla jatra vyjmuta,
proplachnuta vychlazenym roztokem EuroColins, uloZzena na led do chladicitho boxu

a transportovana do laboratore.

Priprava desticky pro inkubaci

Pro inkubaci hepatocytl byly vyuZity 96-jamkové desticky potazené kolagenem. Potahovani
desticek kolagenem bylo provddéno vlaminarnim boxu pro zajisténi sterilniho prostredi.
Nejprve byl nafedén zasobni roztok kolagenu (4 g/l) v poméru 1:9 sterilni 0,1% kyselinou
octovou. Prepipetovavanim tohoto roztoku pomoci multikanalové pipety z jedné jamky do

druhé bylo zajisténo potazeni jamek. Desti¢ky se nechaly v lamindrnim boxu oschnout.

Izolace a inkubace hepatocyti

Maly kus jater byl pfenesen do Biichnerovy nalevky umisténé nad odpadni nddobou, kde byla
provddéna perfuze jater postupnou a opakovanou kanylaci vSech jaternich cév pomoci
perfuzniho roztoku A (roztok bez vapniku vzdusnény pneumoxidem) zahratého na teplotu 37°C
po dobu 5-10 minut aZ do odkrveni jater. Nasledné byla jatra promyvana roztokem By (roztok
s kolagenasou a vapnikem) zahratym na 37°C po dobu 5-7 minut do dostatecného natraveni
jaterni tkané pomoci kolagenasy. Jatra byla pfemisténa do sklenéné misky umisténé v ledové
[azni, bylo priddano médium By (roztok s vapnikem a albuminem, bez kolagenasy) a pomoci prstl
byly hepatocyty vymyty z jater do média. Suspenze hepatocytll a zbytk( jaterni tkdné byla
zfiltrovana pres nylonové sitko a filtrat byl nalit do vychlazenych centrifugacnich kyvet o objemu
50 ml. Suspenze byla zcentrifugovana za chlazeni (4°C) pfi 40 g po dobu 5minut (centrifuga
Eppendorf). Supernatant byl slit a byla provedena resuspendace ve vychlazeném roztoku C
(s vapnikem). Promyvani roztokem C bylo opakovano celkem tfikrat. Po poslednim stoceni byly
hepatocyty preneseny do laminarniho boxu, kde byl supernatant slit a peleta byla
resuspendovana zpétnym pipetovanim ve vychlazeném sterilnim Zivném médiu ISOM (bez
insulinu, bez FBS) a opét centrifugovana. Supernatant byl poté opét slit a peleta byla
resuspendovana v Zivném médiu ISOM (bez inzulinu, bez FBS). Pro stanoveni Zivotaschopnosti
bunék bylo pouzZito barveni trypanovou modfi a jejich koncentrace byla spocitana v Birkerové
komdrce (viz obr. 21). K suspenzi bylo poté pridano FBS a byla zfedéna Zivnym médiem na

koncentraci 0,8-1,10° vSech hepatocytl/ml. Vyslednd koncentrace FBS byla 10%. Pro
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experimenty byly pouzity pouze suspenze s Zivotnosti vice jak 75%. Tato konec¢na suspenze byla
za neustdlého michdni nanesena pomoci multikandlové pipety na kolagenem potazenou
mikrotitracni desticku s plochym dnem (50 pl/jamku). Hepatocyty byly poté preinkubovany pfi
37°Cv atmosfére 5% CO; po dobu 4 hod aby doslo k jejich uchyceni na desti¢ku. Po preinkubaci
bylo do kazdé jamky ptidano 50 ul ¢erstvého média s obsahem sertralinu nebo ivermektinu nebo
albendazolu o rliznych koncentracich. Do dvou sloupct mikrotitracni desti¢ky nebyl roztok
sertralinu nanesen. Prvni sloupec predstavoval kontrolni vzorky, kdy bylo k hepatocytim
napipetovano médium s obsahem rozpoustédla (DMSO, ktery byl vyuZit pro pfipravu zdsobnich
roztokl). Koncentrace DMSO v kontrolnich vzorcich byla 0,1%. Druhy sloupec predstavoval
negativni kontrolu, kdy bylo k hepatocytim napipetovano médium s obsahem 10% DMSO pro
zajisténi usmrceni vsech bunék. Hepatocyty poté byly inkubovany v CO; inkubatoru pfi 37°Ca 5%

CO; po dobu 24 hodin.

Stanoveni poltu hepatocytt v suspenzi
Suspenze hepatocytll ziskand v predchozim kroku byla nafedéna 1:1 trypanovou modfi

(30 wl bunécné suspenze + 30 pl trypanové modri) a dikladné promichdna. Tato naredéna
suspenze byla nanesena do kazdé poloviny Blirkerovy komarky. Pod mikroskopem byly spoc¢teny
bunky leZici uvnitf deseti malych ¢tverc komUrky véetné téch bunék, které se dotykaly horniho

alevého rozhrani jednotlivych ¢tverc. Buniky na dolnim a pravém rozhrani se nepoditaly

(viz obr. 17).
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Obr. 17. Ctverec Biirkerovy komrky, délka strany 1 mm. Pocitaji se buriky uvniti malého
¢tverce a na hornim a levém mezihrani (O), buriky na dolnim a pravém mezihrani (@) se

nepocitaji.
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Koncentrace bunék v naredéné suspenzi pak byla vypoctena dle vzorce:
C=x-2-16-10*

Kde C je pocet bunék v 1 ml nefedéné suspenze, X je priimérny pocet bunék v 1 malém ctverci,

2 je zFedéni, 16 je pfepolet na velky &tverec (tj. 0,1 pl) a 10 je pfepocet na 1 ml.

Test cytotoxicity MTT

Princip metody
Mitochondrialni dehydrogenasy Zivych bunék preménuiji Zluty, ve vodé rozpustny substrat MTT

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) na fialovy, ve vodé nerozpustny
produkt formazan (viz obr. 18). MnoZstvi pfitomného formazanu je pfimo Umérné poctu Zivych

bunék a je zjiSténo mérenim absorbance.

7 7 N
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N >\© Mltochondnal Reductase

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Obr. 18. Princip MTT metody: Pomoci mitochondridlnich reduktaz Zivych bunék dochazi
k preméné MTT na formazan, jeho mnozstvi se stanovi pomoci absorbance (prevzato z Grant,

2014, cit. 2021-03-13).

Provedeni testu

Po skonceni inkubace byl proveden vlastni MTT test. Roztok MTT predehraty na 37°C byl
pipetovan k hepatocytim v médiu na mikrotitracni desticce (25 pl/jamku) véetné kontrolnich
vzork(l. Hepatocyty byly inkubovany spolu s MTT roztokem v inkubatoru pfi 37°C a 5% CO; po
dobu 1 hodiny. Po skonceni inkubace bylo médium opatrné odpipetovano a bylo pfidano 50 pl
lyzacniho roztoku (0,08 M HCl-isopropanol) do kazdé jamky. Desticky byly inkubovany
v thermomixeru po dobu 30min (700 RPM, 37°C) do Uplné lyzy bunék. Nasledné byla zmérena
absorbance na pfistroji Tecan pfi 570 nm a 690 nm. Zivotnost hepatocyt( inkubovanych se
sertralinem, ivermektinem a albendazolem byla vyjadiena jako % absorbance, kdy absorbance

kontroly pfedstavovala 100%.
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4.3.4. Extrakce sertralinu a jeho metabolitii ze vzorku

Ke vzorklim dospélcl H. contortus byla pfidana jedna odmérka zirkonovych kulicek. Vzorky byly
doplnény redestilovanou vodou na objem 1 ml a ndsledné byly homogenizovdny pomoci
kulickového homogenizéru FastPrep24 (30 s, 6 m/s, 1 cyklus). Mezi jednotlivymi cykly byly
vzorky dadny na led. Po homogenizaci bylo 900 ul vzorku preneseno do 5ml mikrozkumavky.
Ke vzorku bylo pfidano 3,4 ul interniho standardu (D3-SRT) a 1,8 ul ethanolu a byl promichan na
tfepacce. Poté se pridaly 3 ml ethylacetdtu. Zkumavky se zalepily parafilmem a trepaly se
1 hodinu na tfepacce. Nasledné byly centrifugovany (centrifuga Eppendorf, 3000 rpmi).
Ze zkumavek bylo pomoci pipety opatrné odebrano 2,7 ml supernatantu a doplnéno 2,7 ml
nového ethylacetdtu s opétovnym tfepanim po dobu 1 hodiny. Po uplynuti této doby bylo znovu
opatrné odebrdno 2,7 ml supernatantu, ktery byl pfidan k pfedchozimu supernatantu. Odebrany
supernatant (celkem 5,4 ml) byl prfenesen do vialky a odpafen do sucha pfi teploté 30 °C
a uchovan pfi 4°C. Tésné pred mérenim byly vzorky rozpustény ve 100 pl 30% acetonitrilu

a prefiltrovany.

4.3.5. Analyza metabolitti sertralinu

Identifikace metabolitl sertralinu

Pro identifikaci metabolitll byla nejprve pouzita metoda UHPLC-HRMS (Vysokoucinna kapalinova
chromatografie — hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim ,Ultra High Performance

Liquid Chromatography — High Resolution Mass Spectrometry“).

Parametry metody

Kapalinovy chromatograf: Dionex Ultimate 3000 UHPLC

MS detektor: Q Exactive Plus Orbitrap

Kolona: Zorbax Eclipse Plus C18 (2.1x150mm, 1.8 um, Agilent, Santa Clara, California, USA)
Teplota kolony: 40 °C

Pratok mobilni faze: 0,3 ml/min

Nastfik: 2 pl

Cas analyzy: 22,5 min
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Rozliseni pro shér hmotnostnich spekter: 140 000 (rozsah hmot 105-1000 m/z)
Rozliseni pro fragmentaci: 70 000 (rozsah hmot 60-700 m/z, kolizni energie 30)
Retencni Casy: Sertralin (SRT): 12,1

Deuterovany sertralin (D3-SRT): 12,1

Hydroxylovany sertralin (SRT-OH): 10,4 a 11,8
Slozeni mobilni faze:

o A:redestilovana voda s obsahem 0,1% kyseliny mravenci

o B:100% acetonitril s obsahem 0,1% kyseliny mravenci

Gradient mobilni faze dle nasledujici tabulky:

Tab. 6. Gradient mobilni faze pfi UHPLC-HRMS

Cas (min) A% B %

1 95 5

15 0 100

17 0 100

21.5 95 5

225 95 5
Nastaveni MS detektoru

Typ iontového zdroje: ESI (ionizace elektrosprejem) — pozitivni méd
Parametry iontového zdroje:

e Napéti: 3,5 kV
e Teplota kapilary: 262,5°C
e Prltok rozprasovaciho plynu: 2,5 (arb. unit)

e  Pratok susiciho plynu: 12,5 (arb. unit)
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Semikvantifikace a potvrzeni identifikovanych metabolitt

Po identifikaci metabolitl pomoci presné hmoty a stanoveni MRM (multiple reaction
monitoring) prechod byly dalsi vzorky zméreny metodou UHPLC-MS. Béhem tohoto méreni byl
potvrzen vysledek pfedchoziho méreni a kvantifikovdno mnozstvi metabolitu u jednotlivych

kmenu.

Parametry metody:

Kapalinovy chromatograf: Shimadzu Nexera
MS detektor: Shimadzu LC-MS 8030
Kolona: Zorbax Eclipse Plus C18 (2.1x150 mm, 1.8 um, Agilent, Santa Clara, California, USA)
Teplota kolony: 40 °C
Prutok mobilni faze: 0,4 ml/min
Nastrik: 2 pl
Cas analyzy: 7,5 min
Retencni Casy: Sertralin (SRT): 2,6
Deuterovany sertralin (D3-SRT): 2,6
Hydroxylovany sertralin (SRT-OH): 1,9 a 2,1
Slozeni mobilni faze:

o A:redestilovana voda s obsahem 0,1% kyseliny mravenci

o B:100% acetonitril s obsahem 0,1% kyseliny mravenci
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Gradient mobilni faze dle nasledujici tabulky:

Tab. 7. Gradient mobilni faze pfi UHPLC-MS

CAS (MIN) A% B%
0 70 30
3 35 65
3.30 0 100
5 0 100
6.30 70 30
7.50 70 30

Nastaveni MS detektoru

Typ iontového zdroje: ESI (ionizace elektrosprejem) — pozitivni méd

Parametry iontového zdroje:
e Napéti: 4,5 kV
e Teplota kapilary: 250°C
e Pritok rozprasovaciho plynu: 2,5 (arb. unit)

e Prltok susiciho plynu: 13 (arb. unit)

Tab. 8. Nastaveni MRM pfechodt pro jednotlivé analyty

SRT 2,2-3,0 min

Prekursor m/z  Produkt m/z Dwell time (msec) Q1 Pro bias (V) CE Q3 Pro bias (V)
305,80 158,85 40,0 -11,0 -25,0 -30,0

305,80 274,90 40,0 -11,0 -13,0 -19,0

305,80 129,00 40,0 -16,0 -27,0 -27,0

D3-SRT 2,2-3,0min

Prekurzor m/z  Produkt m/z Dwell time (msec) Q1 Pro bias (V) CE Q3 Pro bias (V)
309,30 274,90 40,0 -12,0 -14,0 -30,0

309,30 158,85 40,0 -11,0 -28,0 -28,0

309,30 129,00 40,0 -13,0 -28,0 -25,0
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SRT-OH 1,0-2,5 min

Prekurzor m/z  Produkt m/z Dwell time (msec) CE
322,00 238,00 134,0 -23,0
322,00 273,00 134,0 -23,0

4.3.6. Stanoveni bilkoviny pomoci BCA assay

BCA Protein Assay je populdrni metoda pro kolorimetrickou detekci a kvantifikaci celkového
proteinu. Principem jsou dvé po sobé nésleduijici reakce, kdy nejprve dochazi k redukci Cu?* na
Cu* proteinem v alkalickém prostfedi (biuretova reakce), kterou nasleduje vysoce citliva
a selektivni kolorimetricka detekce médnatého kationtu (Cu*) kyselinou bicinchoninovou (BCA).

(Thermo Fisher Scientific, n.d., cit. 2021-01-10)

Vlastni provedeni
Zbytky vzork(, které byly pouzZity pro extrakci sertralinu a jeho metabolitd, byly odpafeny do

sucha pfi teploté 45°C v koncentratoru. Nasledné bylo pfiddno 100 pl 5M NaOH a vzorek se
inkuboval v ptistroji Thermomixer pti teploté 37°C a rychlosti tfrepani 800 rpm po dobu 30 minut
tak, aby se bilkovina rozpustila. Poté byl vzorek zvortexovan a inkubovan dalSich 30minut.
Nasledné bylo pridano 900 ul vody a vzorek byl bud zmrazen (-20°C), nebo byl ihned pouZit pro

méreni bilkoviny.

Na 96-jamkovou GAMA desticku byla napipetovdna 4 paralelni méreni jednotlivych koncentraci
kalibraéni kfivky. Jednalo se o 10 pl bilkoviny ze zkumavek 1-6 s obsahem bilkovin 0-1000 ug
a 200 pl pracovniho roztoku C. Pfi vypoctu byl pouzit primér téchto 4 méreni. U vzork( bylo
napipetovano 10 pl vzorku bilkoviny a 200 ul pracovniho roztoku C. Vzorky byly pipetovany
v duplikatech a pfi vypoctu byl pouzit prGmér téchto 2 méreni. Pro pridani pracovniho roztoku

C byla pouzita multikanalova pipeta.

Nasledné probihala inkubace v pfistroji Thermomixer pfi teploté 37°C a rychlosti tfepani
300 rpm po dobu 30 minut a poté byla u vzorklli zmérena absorbance pomoci pfistroje pfi
562 nm (Tecan). Cely postup je znazornén na obr. 19. Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé

porovnani koncentrace bilkovin ve vzorku proti kalibracni kfivce.
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Read at 562 nm

50 parts “A" 50 pL sample Incubate
+ 1 part “B" + 1 mL working reagent 30 min at 37°C
= —_— — —_—
——
=
Mix working reagent Mix well Then cool

Spectrophotometer

Obr. 19. Schéma provedeni BCA assay: Nejprve se smisi roztoky A a B za vzniku pracovniho
roztoku C, déle se tento pracovni roztok napipetuje ke vzorkiim a inkubuje se pfi teploté 37°C
po dobu 30 minut. Nasledné se méfi absorbance pomoci spektrofotometru pfi 562 nm.
Pozn.: vzorky byly naneseny na mikrotitracni desticku (prevzato z Thermo Fisher Scientific, n.d.,

cit. 2021-01-10).
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5. Vysledky

5.1. Vliv sertralinu na hladinu ATP u H. contortus

Pro zjisténi vlivu sertralinu na viabilitu dospélct H. contortus byla vyuZita metoda stanoveni
mnozstvi ATP. Tato metoda umoznuje kvantifikaci Zivotaschopnych bunék/organismu na zakladé
pritomnosti ATP, ktery je nezbytny pro spravnou funkci vsech Zivych bunék. Naopak poskozeni
bunék ¢i smrt organismu vede k rychlému poklesu cytoplazmatického ATP (BMG LABTECH, n.d.,
cit. 2021-01-10).

Koncentrace ATP u jednotlivych vzork( byla zjisténa z kalibracni kfivky (viz obr. 20) .
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Obr. 20. Kalibraéni kfivka pro stanoveni ATP u kmene ISE — samice.

Poté byla koncentrace ATP normalizovana na ug celkového proteinu, aby se vyloucily rozdily ve
velikosti obou pohlavi, ale také u jednotlivych ¢ervli navzajem. MnoiZstvi pfitomného proteinu
bylo zjisténo pomoci BCA stanoveni. Koncentrace proteinu ve vzorcich byla po odpateni

rozpoustédla a nasledné UGpraveé (viz vyse) zjisténa z kalibracni kfivky (viz obr. 21) .
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Obr. 21. Kalibracni kfivka pro stanoveni BCA u kmene ISE — samice.

Vysledna viabilita dospélcl H. contortus, jejiz vypocet vychazi ze stanovené hladiny ATP, je
vyjadrena v procentech, kde 100% predstavuje absorbance kontrolnich vzorkd, ve kterych se
nachazeli Cervi, ktefi nebyli se sertralinem inkubovani. Data jsou prezentovana jako primér
+ smérodatnd odchylka. Kazdy bod reprezentuje hodnotu ATP v 1 samici nebo ve 2 samcich. Data
byla ziskdna ze dvou nezavislych experimentl a byla podrobena statistické analyze ,,One-way

ANOVA“ a ,,Dunnett's multiple comparisons test“ v programu GraphPad Prism (9.1.0).

Z vysledk( uvednych na obr. 22 je patrné, Ze ani u samic ani u samcl kmene ISE inkubovanych
se sertralinem v koncentraci 1 uM nebyl zjistén signifikantni pokles v hladiné ATP oproti
kontrolnim vzorkdm. Vys$si koncentrace sertralinu vSak signifikantné ATP u H. contortus
snizovaly. Viabilita ¢ervl se se zvysujici koncentraci sertralinu postupné sniZovala, pficemz
usamcl byl pokles patrnéjsi nez u samic. Mezi jednotlivymi vzorky je vSak patrna znacna

variabilita.

73



%k %k %k %k %k %k %k %k

%k %k %k %k %k %k %k *k
%k % %k %k %k %k %k k
* % * % %
% %k *
200~ ns 300~ ns
> \ = ]
g 150 e
£ 200
S S
X o © ~
52 100- ° e
=, ° S
S S 8
= o® = 100-
& 504 ®e §
s e 1% E s
0 T T T L T T 0-
1 10 20 30 40 50
¢ [uM] ¢ [uM]

Obr. 22. Viabilita dospélclti H. contortus inkubovanych se sertralinem u kmene ISE — samice

(vlevo) a ISE — samci (vpravo).

Na obr. 23 m(Zeme vidét srovnani viability po inkubaci s rznymi koncentracemi sertralinu
u samicek a samch kmenu ISE a IRE. Primérné hodnoty naznacuji, Ze samice kmene IRE maji
vyssiviabilitu, nez je tomu u kmene ISE. Vzhledem ke znaénym odchylkdm vsak tento rozdil mezi
jednotlivymi kmeny nelze hodnotit jako signifikantni. U obou kmenu je vsak patrny rozdil mezi
viabilitou u samct a samic, kdy u samct byly naméreny nizsi hodnoty ATP, coz je zfejmé spojeno
s vyssi citlivosti vlci sertralinu. Tento jev je vidét i v tab. 9, kde jsou srovnany hodnoty IC 50

u samic a samcl obou kmend.

Tab. 9. Srovnani IC 50 (mikromolarni) u samcl (M) a samic (F) kmen( ISE a IRE

ISE F ISE M IRE F IREM
IC50 (primér) 14,79 3,716 49,4 1,596
IC 50 (rozmezi) 7,190 - 26,48 1,434 -7,319 39,55 -91,91 0,6995 - 2,880
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Obr. 23. Srovnani zavislosti viability samc( (M) a samic (F) kmen( ISE a IRE H. contortus na
koncentraci sertralinu.

5.2. Metabolismus sertralinu u H. contortus

Pro zjisténi osudu sertralinu v organismu H. contortus byla provedena inkubace H. contortus se
sertralinem a naslena analyza pomoci LC-MS, kterd umoznila identifikovat vzniklé metabolity.

Nasledné bylo provedeno srovnani mnozstvi metabolitd u jednotlivych kmen( a pohlavi.

Identifikace metabolitl sertralinu

Metabolity byly identifikovany na zakladé presné hmoty, fragmentacnich spekter (viz tab. 10)
a porovnanim vzorkd inkubovanych s lé¢ivem se slepym biologickym a slepym chemickym
vzorkem. Pro stanoveni presné hmoty byla pouZita metoda UHPLC-HRMS. U vzorkd
inkubovanych s |é¢ivem byla zaznamenana hmota m/z 322,0768. Tuto hmotu jsme na zakladé
vzniklych fragment( (viz obr. 24,25), které odpovidaji fragmentlm sertralinu (SRT), identifikovali
jako hydroxylovany sertralin (SRT-OH). Tato hmota byla zaznamendna ve dvou retencnich ¢asech
(RT) 10,44 a 11,77, z ¢ehoz Ize usuzovat, Ze vznikaji dva hydroxylované metabolity s OH skupinou

navazanou na rlzném misté.
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Tab. 10. Pfresné hmoty a jejich fragmenty pro sertralin, deuteriem znaceny sertralin (D3-SRT)

a hydroxylovany sertralin (SRT-OH)

RT Hmota [M+H]* m/z Fragmenty m/z
Sertralin 12,12 306,0810 275,0387; 158,9762; 129,0700; 91,0548
D3-SRT 12,09 309,0991 275,0394; 158,9766
SRT-OH 10,44 322,0768 273,0237; 238,0541
11,77 322,0765 273,0231
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Obr. 24. Struktury odpovidajici jednotlivym hmotam m/z sertralinu.
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SRT-0OH: 322 Fragmenty

Obr. 25. Struktury odpovidajici jednotlivym hmotam m/z hydroxylovaného sertralinu.

Po identifikaci metabolitll a stanoveni MRM ptechodd byly vzorky znovu mérfeny metodou
UHPLC-MS s pouZitim trojitého quadrupdlu jako hmotnostniho analyzatoru. Reprezentativni
chromatogramy vzorkd zcervd inkubovanych slécivem, slepych chemickych a slepych
biologickych vzork(ll jsou ukazany nize (viz obr. 26). Na chromatogramech je zobrazen cCasovy
usek od 1,75 do 3,00 min, na kterém jsou zaznamendny vzniklé hydroxylované metabolity
SRT-OH ve dvou retencnich ¢asech 1,9 a 2,1 min. SRT-OH nebyl nalezen ve slepych biologickych
vzorcich. Ve slepém chemickém vzorku byl sice nalezen, ale v mnohem mensim mnoZstvi nez ve
vzorcich Cervll H. contortus. MnoZstvi SRT-OH nalezené v médiu odpovidd mnozstvi ve slepém

chemickém vzorku.
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Obr. 26. Porovnani chromatogram vzork( inkubovanych se sertralinem se slepymi biologickymi
(SLB) a slepym chemickym vzorkem (SLCH). Na chromatogramech vidime hydroxylované
metabolity sertralinu (SRT-OH) a vnitfniho standardu (D3-SRT) ve vzorcich samic (A) a samcl
H. contortus (B) kmene ISE inkubovanych se sertralinem. Tyto chromatogramy jsou porovnany
se slepymi biologickymi vzorky samic (C) a samcd (D) cervl kmene ISE. Dale na
chromatogramech vidime SRT-OH a D3-SRT v médiu u samic (E) a samcu (F) v porovnani se
slepymi biologickymi vzorky média samic (G) a samct (H). SRT-OH pozorujeme také ve slepém

chemickém vzorku (1). Jednotlivé barevné krivky odpovidaji jednotlivym MRM piechodim (J).

Semikvantifikace vzniklého metabolitu

Pro porovnani mnozstvi vzniklého metabolitu byly pouzity poméry ploch pod pikem vzniklého
metabolitu SRT-OH v c¢ase 1,9 a vnitfniho standardu (IS). Jako vnitfni standard byl pouZzit
deuteriem znaceny sertralin (D3-SRT). Poméry ploch pod pikem SRT-OH/D3-SRT ve vzorcich
H. contortus v Case 1,9 byly porovnany mezi jednotlivymi kmeny a v zdvislosti na pohlavi.
Hodnoty byly ziskdny mérenim ze tfi nezdvislych experimentd. Vysledek jednotlivého

experimentu byl ziskan prdmérem ze tfi paralelnich vzorka.

Na zakladé porovnani pomér( ploch pod pikem bylo zjisténo, Ze rozdily mezi jednotlivymi kmeny

a mezi samci a samicemi nebyly signifikantné vyznamné (viz obr. 27).

Statistickd analyza: two-way ANOVA a Tukey‘s multiple comparisons test v programu GraphPad

Prism (9.1.0).
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Obr. 27. Pomér plochy pod pikem SRT-OH/D3-SRT v homogenatu samcl a samic rliznych
kmen( H. contortus. Vlevo porovnani mezi kmeny, vpravo porovnani mezi samci a samicemi.
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5.3. Vliv sertralinu, albendazolu a ivermektinu na ovci hepatocyty

V ramci studie byly hodnoceny potencidlni toxické ucinky sertralinu naizolované ovci hepatocyty
ve srovnani sbéziné uzivanymi anthelmintickymi |écivy albendazolem aivermektinem.

Hepatotoxické ucinky léciv byly testovany metodou MTT (viz vyse).

Vysledky jednotlivych méFeni jsou zobrazeny v nasledujicich grafech (obr. 28-32). Zivotnost
hepatocytl je vyjadiend v procentech, kde 100% predstavuje absorbance kontrolnich
hepatocytl inkubovanych v médiu bez |éCiva (pouze s obsahem 0,1% DMSO). Data, ktera jsou
prezentovana jako primér + smérodatna odchylka, byla ziskdna ze tfech nezavislych
experiment(. Vysledek jednotlivého experimentu pro kazdou koncentraci byl ziskan primérem
ze Sesti paralelnich jamek pro kazdou koncentraci. Data byla podrobena statistické analyze
pomoci ,One-way ANOVA” a ,Dunnett's multiple comparisons test” v programu GraphPad

Prism (9.1.0).

Z vysledku je patrné, Ze toxicitu na ovéi hepatocyty vykazuje sertralin aZ pfi koncentraci 75 uM.
Oproti tomu ivermektin zacina vykazovat jisté hepatotoxické Ucinky jiz pfi koncentraci 25 pM.

Albendazol byl pfi vSech mérenych koncentracich pro jaterni buriky vyhodnocen jako netoxicky.
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Obr. 28. Zavislost Zivotnosti ovcich hepatocytli na koncentraci sertralinu.
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Obr. 29. Stanoveni IC 50 sertralinu v ov¢ich hepatocytech.
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Obr. 30. Zavislost Zivotnosti ovcich hepatocytl na koncentraci ivermektinu.
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6. Diskuze

Kontrola helmintéz je jednim zvelmi dilezitych dkold humanni i veterindarni mediciny.
V minulosti se pro kontrolu helmintdz vyuZivala omezenad paleta anthelminticky ucinnych 1éCiv,
jejichz Sirokd aplikace vedla ke vzniku anthelmintické rezistence, kterd vyrazné snizuje nasi
schopnost ovliviiovat helmintdzy v takovém meéfitku, jako tomu bylo dfive. Vzhledem k nizké
dostupnosti vhodnych vakcin a nar0stajici rezistenci na pouzivand lééiva je vyvoj novych
anthelmintik klicovy pro dlouhodobou udrzitelnost chovu hospodaiskych zvitat. Navzdory témto
okolnostem byla od roku 2000 zavedena do veterinarni praxe pouze tfi novd anthelmintika
(monepantel, derquantel a emodepsid). V oblasti humanni mediciny nebyla od zacatku
21. stoleti zavedena ani jedna nova anthelminticka latka (Nixon et al., 2020). Ackoli je na cesté
k novym lé¢ivim mnoho prekazek, a oblast anthelmintik neni vyjimkou, je nezbytné zaméfrit
vyzkum na léciva s novym mechanismem ucinku a soucasné také zavadét do praxe preventivni

metody, které sniZi riziko vzniku rezistence na tyto nové latky (Zajickova et al., 2020).

Nase prace vychazela z novych zjisténi publikovanych ve studii Weeks et al., 2018, ktera
zkoumala mozZnosti vyuziti jiz existujicich |éCiv pro anthelmintické ucely. V této studii byly
identifikovany tfi potencidlni anthelminticky uc¢inné latky — sertralin, chlorpromazin a paroxetin,
u kterych byl in vitro potvrzen uUcinek na Caenorhabditis elegans, Trichuris muris, Ancylostoma
caninum a Schistosoma mansoni. U&inek u rezistentnich kmen(i C. elegans naznaduje, Ze
mechanismus ucinku téchto latek je odliSny od dosud zavedenych anthelmintik. Pokud by léciva
byla dostatec¢né ucinnd in vivo a dostala se do klinické praxe, mohla by vzhledem k novému
mechanismu Uc¢inku predstavovat velmi cenna léCiva. Jejich vyhodou je také to, Ze diky rutinnimu

uzivani u lidi o nich mame k dispozici mnoho informaci (Weeks et al., 2018).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala moZnym vlivem sertralinu na dospélce H. contortus.
Ucinnost proti tomuto parazitu nebyla studii Weeks et al., 2018 zkoumdéna, av$ak Ucinek
sertalinu na jiné helminty byl nadéjnym predpokladem mozného ucinku i viéi tomuto ¢astému

parazitu hospodarskych zvirat.

Pro zjisténi vlivu sertralinu na dospélce H. contortus byla vyuZita metoda stanoveni mnoZzstvi ATP
(adenosintrifosfat). Kvantifikace zivotaschopnych bunék/organism( je velmi dilezita, a to
zejména pokud se zkouma ucinek latek regulujicich riist a také cytotoxickych latek. Nukleotid
ATP hraje dulezitou roli pfi vyméné energie v biologickych systémech. SlouZi jako hlavni
bezprostfedni darce energie a je pritomen ve vSech metabolicky aktivnich burikdch. ATP se

pouziva jako nastroj funkéni integrity Zivych bunék, protoZze vsechny buriky vyZzaduji, aby ATP
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zUstal pfitomen a vykondval svou specializovanou funkci. Vétsina ATP se nachazi v Zivych
buikdch a spojuje katabolické a anabolické procesy. Poranéni bunék nebo vycerpani
kysliku/substratu vede k rychlému poklesu cytoplazmatického ATP. Méfeni ATP je proto zasadni
technikou je bioluminiscencni metoda kvali své citlivosti a Sirokému dynamickému rozsahu.
Bioluminiscence ATP je pouZivana pro stanoveni hladin ATP v fadé rlznych typl bunék (BMG

LABTECH, n.d., cit. 2021-01-10).

Koncentrace ATP byla normalizovdna na mnoiZstvi celkového proteinu, aby se vyloucily rozdily
ve velikosti obou pohlavi, ale také u jednotlivych éervl navzajem. MnoZstvi pfitomného proteinu
bylo zjisténo pomoci BCA stanoveni, coz je populdrni metoda pro kolorimetrickou detekci
a kvantifikaci celkového proteinu. Stanoveni bilkovin pomoci Pierce BCA metody kombinuje
zndmou redukci Cu?* na Cu* proteinem v alkalickém prostiedi (také zndm4 jako biuretova reakce)
s vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou detekci médnatého kationtu (Cu*) kyselinou
bicinchoninovou (BCA). Jednotlivé aminokyseliny a dipeptidy nejsou biuretovou reakci
ovlivnény, ale tripeptidy a vétsi polypeptidy nebo proteiny budou reagovat za vzniku svétle
modrého az fialového komplexu, ktery absorbuje svétlo pfi 540 nm. Jednou z hlavnich vyhod
testu BCA je, ze vytvati linedrni kfivku, kterd umoznuje presné stanoveni nezndmych koncentraci
proteinu a poskytuje vyssi dynamicky rozsah neZ jiné standardni testy. Dalsi vyhodou je to, Ze je
jen velmi malo ovlivnéna rozdily ve sloZeni bilkovin. Proteiny se lisi svym sloZenim a strukturou
a pri nékterych testech vedou rozdily proteint v aminokyselinové sekvenci, izoelektrickém bodé
(pl), sekundarni struktufe a postrannich fetézcich nebo protetickych skupinach k variacim
v kolorimetrické odezvé. BCA stanoveni umoziuje vysokou presnost pfi ur¢ovani koncentrace

bilkovin pro neznamé vzorky (Thermo Fisher Scientific, n.d., cit. 2021-01-10).

cvvs

inkubovanymi se sertralinem a jedinci, ktefi predstavovali kontrolni vzorky. Vyssi koncentrace
sertralinu vsak zpUsobovaly signifikantni pokles ATP. Viabilita se se zvysujici koncentraci
sertralinu postupné snizovala, pricemZz usamcl byl pokles patrnéjsi nez u samic. Mezi
jednotlivymi vzorky byly vSak patrné znacné rozdily, a to predevsim pfi nizSich koncentracich. Je
to patrné zplsobeno vysokou interindividialni variabilitou v odpovédi na stresové stavy, kdy
néktefi jedinci mohou pravdépodobné na stres reagovat mechanismy, které poté vedou ke
zvySeni hladiny ATP. Pro stabilizaci téchto pochodd, a tim padem i snizeni vlivu na vysledné

koncentrace ATP, byli ¢ervi inkubovani na rozdil od hepatocytl delsi dobu (48 hodin).
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Primérna hodnota IC 50 naznacuje, Ze samice kmene IRE jsou vUci sertralinu méné citlivé, nez
je tomu u kmene ISE. Naopak samci z kmene IRE byli vice citlivi nez samci z kmene ISE. Vzhledem
ke zna¢nym smérodatnym odchylkam neni tento rozdil mezi jednotlivymi kmeny signifikantni.
U obou kmenl je vsak patrny rozdil mezi viabilitou usamcl a samic inkubovanych se
sertralinem, kdy u samci dochazelo vlivem sertralinu k vyraznéjsimu poklesu ATP, coZ naznaduje

v

vyssi citlivost samcl vidi sertralinu.

Pfi studiu metabolismu sertralinu u H. contortus pomoci LC-MS byly nalezeny dva hydroxylované
metabolity sertralinu (SRT-OH) sretencnimi casy 10,4 a 11,8. Semikvantifikaci vzniklych
metabolitl a naslednym porovnanim metabolismu u samic a samcl bylo zjisténo, Ze rozdily
v metabolismu nebyly signifikantni, a to u Zddného ze zkoumanych kmen(. Toto zjisténi se lisi
od vysledkd studie Stuchlikova et al.,, 2018, kde samicky byly v metabolismu xenobiotik,
konkrétné pak nékterych benzimidazolovych anthelmintik (albendazolu, rikobendazolu
a flubendazolu), mnohem aktivnéjsi a vytvarely imetabolity, které nebyly usamcl

zaznamenany.

Vétsina sertralinu pak nebyla vibec metabolizovana a zlstala v nezménéné formé. V jiz zminéné
studii Stuchlikova et al., 2018, bylo rovnéz zaznamenano velké mnozstvi nezmetabolizovaného
IéCiva. U rikobendazolu tento podil primérné dosahoval hodnot pfes 80%, u béznéji uzivaného
albendazolu byly hodnoty nizsi (Stuchlikova et al., 2018). Dalsi casto pouzivané lécivo
—ivermektin — naopak H. contortus na rozdil od svého hostitele neni schopen metabolizovat

vlbec (Vokfal et al., 2013).

Pro mozné budouci poutziti sertralinu v klinické praxi je pak pozitivni zpravou, Ze rozdily v jeho
metabolismu mezi jednotlivymi kmeny nejsou signifikantni. Pokud by in vivo citlivost skutecné
odpovidala tomuto in vitro hodnoceni, mohl by byt sertralin vyuZit i u rezistentnich IRE a WR

kmenu.

Vzhledem k tomu, Ze jsou i na pomérné nedavno zavedeny monepantel popsany pomérné céetné
rezistence, bylo by vhodné u jakékoli nové zavadéné anthelmintické latky rovnéz aplikovat od

pocatku jejiho podavani preventivni opatieni proti vzniku rezistence. (Mederos et al., 2014)

Hlavni nevyhodou pfi hledani latek s antimikrobidlni nebo antiparazitarni Gcinnosti v rdmci jiz
uzivanych léciv (DR) je skutecnost, Ze tyto indikace vétSinou vyZzaduji mnohem vyssi davkovani,
nez které bylo zkoumano béhem toxicitnich studii a tyto studie je proto nutné zopakovat pro

vysSsi davky (Zajickova et al., 2020).
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Kazdé antiparazitarni lécivo, které ma byt uzivano at uz u ¢lovéka nebo u zvifete, musi vykazovat
dostatecny ucinek proti pfitomnym parazitim, ale soucasné nesmi vyrazné skodit jejich hostiteli.
Jednim z cilG této prace proto bylo zjistit toxické ucinky sertralinu na hepatocyty ovci, které jsou
typickym hostitelem H. contortus. Vzhledem ke své nezastupitelné funkci pfi odbouravani
xenobiotik predstavuji jaterni buriky jeden z hlavnich cild systémové toxicity 1éCiv, a proto jsou
patrné nejrozsifenéjSim in vitro modelem pro studium toxicity rlznych latek (Vinken

& Hengstler, 2018).

Hepatotoxické ucinky léCiv byly testovany metodou MTT, jejiz principem je pfeména MTT
pomoci enyzm Zivych bunék na fialovy formazan, jehoZz mnozZstvi je pfimo Umérné poctu Zivych
bunék a zjistuje se mérenim absorbance (viz vyse) (Grant, 2014). MTT je metoda, jejiz hlavni
vyhodou je jednoduchost, rychlost provedeni a reprodukovatelnost vysledkd. Naopak
nevyhodou je skutecnost, Ze Ucinky léciv mohou vést ke zménam v mitochondrialni aktivité, coz

maze ovlivnit vysledky (Winikoff et al., 2005).

Sertralin v nasi studii vykazoval hepatotoxické ucinky aZz pti koncentraci 75 uM. Téchto
koncentraci by ale v jatrech ovce nemél vzhledem k naméfenym hodnotam toxicity vUci
H. contortus dosahovat. MUZeme tedy fict, Ze v davkach postacujicich pro jeho antiparazitarni
ucinky, by mél byt vici jaternim burikdm bezpecny. Pfi koncentracich nizsich nez 75 uM byly
dokonce patrné urcité hepatoprotektivni ucinky, kdy zjiSténa viabilita hepatocyti byla i o nékolik

desitek procent vyssi nez u kontrolnich vzork.

Ani u lidi sertralin v drtivé vétsiné pripad( nevykazuje hepatotoxické ucinky. Pripady poskozeni

jater pfi uzivani sertralinu u lidi byly popsany, ale jsou velmi vzacné (Tabak et al., 2009).

Hepatotoxicita sertralinu byla také porovnavana s bézné pouzivanymi anthelmintickymi léCivy
ivermektinem a albendazolem. U ivermektinu byla zjiSténa hepatotoxicita jiz pti koncentracich
vyssich nez 25 uM. Této koncentrace ale neni u zvitat ani u lidi v béZnych terapeutickych davkach
zdaleka dosaZeno. Pfi bézné uzivanych davkach 200 pg/kg Cini plazmaticka koncentrace u ovci
po s.c. podani pramérné pouhych 26 ng/ml (tj. 30 nM), po peroralnim podani je jesté nizsi
(Gonzélez Canga et al., 2009). U ¢lovéka pak byla pfi ddvce 150 pg/kg p.o. namérena plazmaticka
koncentrace 53 ng/ml (tj. 61 nM) (Baraka et al., 1996). U lidi jsou pfipady zavazné hepatotoxicity
po podani ivermektinu ojedinélé, mirné zvyseni jaternich enzymi se vSak muze vyskytnout.

(Veit et al., 2006).

Albendazol se v tomto srovnani ukazal k hepatocytlim jako zcela bezpecny ve vsech mérenych
koncentracich. To odpovida i studii provedené Ceballos et al., 2013, kdy nebyla u ovci

pozorovana hepatotoxicita ani pfi jeho dlouhodobéjsim podavani.
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Ackoli by podle naseho zjisténi nemél sertralin negativné ovliviiovat hepatocyty, vzhledem
k jeho ucinku u lidi je tfeba objasnit jeho potencidlni neurologické nezadouci ucinky. Tento

ucinek vsak musi byt zhodnocen in vivo (Zajickova et al., 2020).
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7. Zavéry

V ramci studia mozZného pouziti sertralinu v IéCbé hemonchdzy, nemoci malych prezvykavct

zpUsobené gastrointestinalni parazitickou hlistici vlasovkou slezovou (Haemonchus contortus),

bylo zjisténo, Ze:

Sertralin v mikromolarnich koncentracich signifiktné snizuje viabilitu (hladinu ATP)
dospélcli H. contortus. Se zvysujici se koncentraci sertralinu se viabilita dospélcl

postupné sniZovala. Samci jsou vyrazné citlivéjsi vici sertralinu neZ samice.

Dospélci H. contortus metabolizuji sertralin hydroxylaci. Mezi citlivym a rezistentnim
kmenem H. contortus nebyly zjiStény kvalitativni ani kvantititativni rozdily

v metabolismu sertralinu. Vétsina parentniho Iéciva zUstala nemetabolizovana.

Sertralin v koncentraci nizs$i nez 75 pM nevykazuje toxicitu vic¢i hepatocytim ovce

domadci (Ovis aries) — hostitele H. contortus.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC
AKR
AMP
AVM
ATP
BCA
CYP

C. elegans
D3-SRT
DMSO
EDTA
EGTA
EHT

ESI

F

FBS
FECRT
FWEC
GABA
Glucl
GST

H. contortus
HEPES
IRE

ISE

ISOM

LDT
LMT

ATP binding cassette (ATP vazajici kazeta)

aldo-keto reduktazy

adenosinemonophosphate (adenosinmonofosfat)
Avermektiny

adenosinetriphosphate (adenosintrifosfat)

bicinchonic acid (bicinchonova kyselina)

cytochrom P450

Caenorhabditis elegans

deuterovany sertralin

Dimethylsulfoxid

ethylendiamin tetraoctova kyselina
ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraoctova kyselina
egg hatch test (test lihnuti vajicek)

electrospray ionization (izonizace elektrosprejem)
samice (H. contortus)

fetal bovine serum (fetalni hovézi sérum)

faecal egg count reduction test (test redukce poctu vajicek ve stolici)
faecal worm egg count (pocet vajicek ve stolici)
gama-amino-butyric acid (gamaaminomaselna kyselina)
glutamatové receptory spojené s chloridovymi kanaly
glutathion S-transferaza

Haemonchus contortus
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
inbred resistant Edinburgh kmen H. contortus

(kmen H. contortus rezistentni na benzimidazoly)
inbred susceptible Edinburgh kmen H. contortus

(kmen H. contortus citlivy na anthelmintika)

Smés médii (1:1) Ham F12 a William's E

larval development test (test vyvoje larev)

larval motility test (test pohyblivosti larev)

samec (H. contortus)
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MDR1

MRM
MRP

MTT
nAChR
PBS
Pen/Strep
P-gp

Ppi

RE4

SDR

SE

SLB
SLCH
SNP
SONOP
SRT
SSRI

TIC

Tris-EDTA
UGT
UHPLC-HRMS

UHPLC-MS

WR
XME

multidrug resistance transporter

(transpotér pro mnohocetnou lékovou rezistenci)

multiple reaction monitoring (monitorovani vice reakci)

multidrug resistance-associated proteins

(protein spojeny s rezistenci na vice léciv)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid

nikotinovy acetylcholinovy receptor

phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

penicilin/streptomycin

P-glykoprotein

inorganic pyrophosphate (anorganicky pyrofosfat)

resistant Edinburgh (benzimidazol rezistentni kmen ziskany z kmene SE)
short-chain dehydrogenases/reductases

(reduktazy/dehydrogendzy s kratkym retézcem)

sensitive Edinburgh (benzimidazol citlivy kmen H. contortus z Edinburghu)
slepy biologicky vzorek

slepy chemicky vzorek

single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
sonification solution (sonikacni roztok)

Sertralin

selective serotonine reuptake inhibitors

(selektivni inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu)

total ion current (celkovy iontovy proud)

ethylendiamin tetraoctova kyselina s tris(hydroxymethyl)aminomethanem
UDP-glukuronyl transferaza

Ultra High Performance Liquid Chromatography — High Resolution Mass
Spectrometry (vysokoucinna kapalinova chromatografie s vysokorozliSovacim
hmotnostnim spektrometrem)

Ultra High Performance Liquid Chromatography — Mass Spectrometry
(vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem)
White river (multirezistentni kmen H. contortus)

xenobiotic metabolizing enzyme (xenobiotika metabolizujici enzym)
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