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Uloha UDP-glykosyltransferas vo vyvoji lickovej rezistencie u parazitickych hlistovcov

Ochorenia spOsobené parazitickymi hlistovcami predstavuju zavazny problém
ohrozujuci zdravie hospodarskych zvierat, pretoze ich farmakoterapiu komplikuje rozsirena
anthelminticka rezistencia. Poznanie mechanizmov rezistencie a obrannych stratégii parazitov
voci liecivam je dolezite pre zachovanie ucinnosti sti€asnych anthelmintik a vyvoji novych
pristupov ku kontrole tychto infekcii. K rozvoju rezistencie modze prispievat schopnost’
parazitov inaktivovat’ anthelmintika prostrednictvom ich metabolizmu, ktory je zabezpeceny
biotransforma¢nymi enzymami.

Nadrodina UDP-glykosyltranferas (UGT) moéZe chranit’ parazity pred toxickym
ucinkom anthelmintik modifikaciou lieciv na inaktivne metabolity glykosidy. Tieto metabolity
boli identifikované v metabolizme benzimidazolov vo zvySenej miere v rezistentnych kmenoch
H. contortus, Co nasvedcuje zapojeniu UGT do anthelmintickej rezistencie.

V gendme tejto parazitickej nematody bolo najdenych 32 génov kodujucich UGT, ktoré
st rozdelené do 15 rodin. Dalsia charakterizacia spominanej skupiny enzymov odhalila aj
rozdielnu uroven transkripcie niektorych génov UGT v citlivom a rezistentnom kmeni
v priebehu zivota nematody, ktord ukazuje réznu ulohu jednotlivych enzymov UGT
v H.contortus. Okrem toho, expresia niektorych génov UGT bola indukovand vystavenim
H.contortus anthelmintiku albendazol (ABZ) bud’ za laboratornych podmienok alebo priamo
v kontaminovanom prostredi. Nasledna, biotransformacia ABZ v takto ovplyvnenych vzorkach
mala za dosledok zvySenu produkciu metabolitov, ¢o ukazuje mozny dévod rozvoja rezistencie
v spojitosti s pritomnostou anthelmintik subletdlnych déavkach v H.contortus. Testovanie
inhibi¢ného uc¢inku sulfinpyrazonu (SP) na UGT aktivitu v dospelych cervoch sposobilo
znizenie produkcie metabolitov ABZ-glykosidov. Ziskané vysledky podtrhuju prepojenie

enzymov UGT s anthelmintickou rezistenciou.
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The role of UDP-glycosyltransferases in drug resistance in parasitic nematodes

The diseases caused by parasitic nematodes represent a serious problem, which
threatens livestock’s health, because pharmacotherapy is complicated by widespread
anthelmintic resistance. Understanding of the mechanisms of parasite drug resistance and
defense strategies is important to maintaining the effectiveness of currently used anthelmintics
and developing new approaches to controlling these infections. The ability of parasites to
inactivate anthelmintics through their metabolism, which is provided by biotransformation
enzymes, may contribute to the development of drug resistance.

The UDP-glycosyltransferases (UGT) superfamily can protect parasites from the toxic
actions of anthelmintics by modifying drugs to inactive glycoside metabolites. These
metabolites have been identified in benzimidazole metabolism to an increased extent in a
resistant strain of H. contortus, which suggests the involvement of UGTs in anthelmintic
resistance.

In the genome of this parasitic nematode, 32 genes encoding UGTs divided into 15
families have been found. Further, characterization of these enzymes also revealed different
transcription levels of some UGT genes in the susceptible and resistant strain during the
nematode lifetime, which shows the different roles of individual UGT enzymes in H. contortus.
Moreover, the expression of some UGT genes was induced by exposure of H. contortus to
anthelmintic albendazole (ABZ), either under laboratory conditions or directly in a
contaminated environment. Subsequently, the biotransformation of ABZ in pre-exposed
nematodes resulted in increased production of metabolites that indicate a possible reason for
the development of resistance associated with the presence of anthelmintic in sublethal doses
in H. contortus. Exposition of H. contortus adults to the UGT inhibitor sulfinpyrazone (SP)
caused a reduction in the production of ABZ-glycosides, which confirmed the involvement of
UGTs in the biotransformation. In summary, the obtained results underline the association of

UGTs with anthelmintic resistance in H. contortus.
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1. Uvod

Helmintézy st ochorenia spdsobené rozmanitou skupinou parazitickych cervov
vyskytujucich sa po celom svete. Tieto ochorenia postihuju nielen I'udi, ale aj vol'ne Zijice ¢i
hospodarske zvieratd. K povodcom helmintéz patria aj parazitické nematody (hlistovce).
Infekcie spdsobené gastrointestinalnymi nematodami zostavaji jednym z najrozsirenejSich
problémov ohrozujucich malé preziivavce. Z ekonomického hladiska je doraz kladeny na
vyskum hospodarskych zvierat. Nematody totiz spdsobuju znizent produktivitu zvierat, alebo
mozu dokonca viest’ az k rozsiahlym uhynom stad, preto je ddlezity rozvoj G€innej kontroly
a lieCby ochorenia.

Eliminacia nematod je vo velkej miere zalozena na podani anthelmintik. Intenzivne
a ¢asto nevhodné pouzitie tychto liec¢iv viedlo k zvySeniu odolnosti nematod proti povodne
anthelminticky u¢innym latkam. Dokonca je lickova rezistencia hldsend voci vsetkym
skupinam anthelmintik a to uz po niekol’kych rokoch od ich zavedenia na trh. Tato skuto¢nost’
vyrazne komplikuje lie¢bu helmintoz.

Mechanizmy vzniku rezistencie zahrituji radu procesov od zmeny cielovej Struktury
ucinku lieciva, po zvySeny metabolizmus a inaktivaciu anthelmintika. Nematody disponuju
biotransforma¢nymi enzymami, ktoré do znacnej miery ovplyviluju biologicktl aktivitu
cudzorodych latok ako su lieciva. Medzi tieto enzymy patria UDP-glykosyltransferasy, ktoré
katalizuju konjugaciu endogénnej molekuly s lipofilnou zlu¢eninou atak podporuji jej
vylucenie z organizmu. Odhalenie zapojenia  UDP-glykosyltransferasy v rezistencii
anthelmintik prostrednictvom zvysSenej biotransformacie tychto lie¢iv by mohlo prispiet
k lepSiemu pochopeniu rozvoja a mechanizmu anthelmintickej rezistencie. Napliiou tejto
dizertatnej prace je preto rozSirit doterajSie poznatky a priniest nové informacie
o biotransformacii  bezimidazolovych anthelmintik so zameranim na tUlohu UDP-

glykosyltransferas v nematodach H. contortus s rdznou Giroviiou rezistencie.



2. Gastrointestinalne hlistovce (nematody) prezavavcov

Gastrointestindlne (GI) nematody spdsobujii jedno z najzavaznejSich ochoreni
prezuvavcov. Mnoho tychto parazitickych druhov je schopnych infikovat’ viacero hostitel'skych
druhov od volne Zijucich jelefiov po hospodarske zvieratd, napriklad ovce a kozy. Zivotny
cyklus nematod zahrnuje Ciastoény vyvoj mimo hostitel’a, kedy infek¢né Stadia pretrvavaju
v prostredi, na pastvindich avo vodnych zdrojoch. Riziko prenosu parazitov medzi
hospodarskymi zvieratami a volne zijucimi zvieratami v oboch smeroch je redukované
sledovanim zivotnych biorytmov, regulovanim vol'ne Zijicich zvierat pol'ovnikmi a okrem toho
je ovplyvnené komplexnymi interakciami medzi biotopom, klimatickymi podmienkami, najma

teplotou a vlhkostou [1, 2].

Tabulka 1.: NajvyznamnejSie druhy gastrointestindlnych nematod prezavavcov [3, 4]

Rodina Druh Lokalizacia v hostitel’ovi
Trichostrongylidae | Haemonchus contortus zaludok - slez (abomasum)
Teladorsagia circumcincta zaludok - slez (abomasum)
Ostertagia ostertagi zaltdok - slez (abomasum)

Trichostrongylus colubriformis | tenké ¢revo

Cooperiidae Cooperia oncophora tenké ¢revo
Molineidae Nematodirus filicollis tenké crevo
Nematodirus spathiger tenké ¢revo
Chabertiidae Oesophagostomum venulosum hrubé ¢revo
Chabertia ovina hrubé ¢revo

Dospelé nematody s charakteristickym pohlavnym dimorfizmom, pritomné v traviacom
trakte hostitel'ov, produkuji vysoké mnozstvo vajicok, ktoré je vyluCované trusom. Tymto
sposobom Zivota zabranuju priliSnému premnoZeniu parazita v danom hostitel'ovi
a nadlimitnému od¢erpavaniu zdroja vyzivy, ¢o by mohlo viest k rychlemu usmrteniu hostitel’a.
Zaroven tak neustale kontaminuju prostredie, ktoré je potom zdsadnym ohniskom nakazy pre
d’alSich prezivavcov aich odstrdnenie je obtazné [5]. Priebeh infekcie zavisi na druhu
parazitov a Casto vedie k parazitarnej gastroenteritide (PGE) spojenej so znizenim prijmom
potravy a absorbovanim Zivin vedicou k zhorSenej produktivite zvierat, zniZeniu rastu a strate

hmotnosti. Bez t¢innej liecby moze dojst’ az k umrtiu hostitel’a [3].



Zéavaznost  infekcie  je  ovplyvnend  viacerymi  faktormi  savisiacimi
s hostitel'om, parazitom a environmentalnym prostredim [4]:
e Hostitel' = vek, pohlavie, druh, geneticka odolnost’, vyziva, zdravotny a imunitny stav.
e Parazit = druh, intenzita infekcie a virulencia parazita.

e Environmentélne faktory = typ vegetacie, ro¢né obdobie, pocasie a podnebie.

Nakaza hospodarskych zvierat predstavuje jedno zekonomicky najvyznamnejSich
ochoreni. Dopyt po produkcii masa a mlieénych vyrobkov sa stale zvySuje, aby uspokojila
poziadavky rastucej a meniacej sa svetovej populacie, preto infekcie preziivavcov nematodami
su hlavnym obmedzenim efektivnej celosvetovej zivocisnej vyroby. PriliSné spoliehanie sa na
liecbu antihelmintikami vedie k vzniku nematod odolnych voci liekom, ¢o sa povazuje za
hlavni prekazku udrzatelného chovu hospodarskych zvierat [6]. Pochopenie vplyvu
globalnych zmien na epidemioldgiu parazitarnych infekcii, ako aj distribuciu, Sirenie a pri¢iny
vzniku antihelmintickej rezistencie je zdkladnym kametiom pre vytvorenie lepSich

strategickych a integrovanych pristupov kontroly parazitov [3].

2.1. Haemonchus contortus

Haemonchus contortus je celosvetovo najvyznamnej$i hematofagny parazit, ktory
infikuje Siroké spektrum malych prezivavcov, ale uprednostiiuje ovce a kozy. Dospelé Cervy,
nitkovitého tvaru sidlia v sleze hostitel’a, kde sa Zivia krvou. Sami¢ky dosahuja dizky 2-3 cm

a samce 1-2 cm. Priemerna dizka Zivota &erva je priblizne 50 dni [7, 8].

Obrazok 1.: Dospelé Cervy izolované zo slezu ovce.



2.1.1. Zivotny cyklus

H. contortus patri medzi geohelminty, ktoré prechaddzaji monoxennym vyvojovym
cyklom bez pritomnosti medzihostitela [5]. Zivotny cyklus je zndzorneny na Obrazku 2.
Samicka vyprodukuje 1300 az 7000 vajicok za den, ktoré sa spolu s exkrementami dostavaju
do prostredia. Pokial’ majt vajicka vhodne podmienky podstupuji vyvoj cez viaceré larvalne
Stadia, ktoré sa zivia baktériami. Tento vyvoj vyzaduje minimalnu teplotu 9 °C a dostatocnu
vlhkost’. Kratka vyvojova faza (trvajica 6 — 16 dni) v kombinécii s vysokou plodnostou Cervov
umoziuje rychlu expanziu populdcie za optimalnych podmienok. Navyse, H. contortus ma
jedine¢ntl vlastnost’, ktord sa tyka inhibicie endogénneho vyvinu, nazyvani hypobioza.
Zabezpecuje tak prezivanie lariev za nepriaznivych Zivotnych podmienok [8].

H. contortus bol najprv povazovany predovSetkym za parazita tropickych oblasti, ale
vdaka ekologickej prisposobivosti poskytovanej jeho vysokou troviiou genetického
polymorfizmu a vysokému biotickému potencialu sa stal pritomny v SirSom rozsahu

klimatickym zon. [9].

Odplagene L3 v bachom
apresun L4 do abomasu falndka

Dospelé nematody

S~
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do prostredia
Pozitie lariev
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L3
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Obrazok 2.: Zivotny cyklus H. contortus [4].



2.1.2. Haemonchodza

Klinické priznaky haemonchdzy su spojené hlavne s anémiou, ktord sa vyvija ako
dosledok kifmenia sa parazitov krvou. Strata krvi za¢ina vyvojom lariev L4, priCom anémia je
prvykrat zistitelna 10 — 12 dni po infekcii. Jednotlivé dospelé ¢ervy odoberaji 30 — 50 pl krvi
denne. Rozvoj infekcie do zna¢nej miery zavisi od rychlosti a mnozstva prijmu infekénych
lariev a schopnosti hostitel'a ich odmietnut’ alebo nahradit’ stratena krv [7].

V nadvéznosti na anémiu a zniZzenie hematokritu su pozorovatel'ne bledé sliznice,
hypoalbuminemia a Casto celkovy pokles proteinov. Nasledne sa telové tekutiny hromadia
v oblasti dolnej ¢el'uste, brusnej a hrudnej dutiny. Okrem toho, parazity narusuju produkciu
HCI a zvySuju pH v zZaludku, ¢im zhorSuju absorpciu a trdvenie potravy. Zviera nahradzuje
straty zivin zo svojich zasob, ¢o sa prejavuje stratou hmotnosti, letargiou, znizenou produkciou
mlieka a kvality viny [10, 11].

Podra priebehu ochorenia mézu byt haemonchézy klasifikované:

e Hyperakatna =30 000 cervov, anémia s hemoragickou gastritidou vedica k tmrtiu jedinca.
e Akttna =2 000 — 20 000 Cervov, postupny nastup anémie.

e Chronicka = malé mnozstvo pritomnych cervov bez vyraznej klinickej manifestacie.

2.1.3. Diagnostika
Diagnostika ochorenia je vo vSeobecnosti uskuto¢iiovana na zaklade klinickych
priznakov anémie a pozorovani celkového zdravotného stavu zvierata:
e FAMACHA (Dr Faffa Malan - FAffa MAlan CHArt) = analyza jednotlivych stuptiov
anémie prejavujucej sa zmenou farby spojivkovej mukoznej membrany v okoli o¢i z tmavo
cervenej uzdravych ovci, cez odtiene ruzovej az k prakticky bielej uskuto¢nena

fotografovanim a uréenim hematokritu (Obrazok 3.) [12].

Anasmia guide
Guida sur I'anémia

Guia de anemia
pl A Al
i i B B
MR A+

Obrazok 3.: FAMACHA test a jeho hodnotiaci systém (wormx.info)



Z dovodu zabezpecenia pouzitia vhodnej lieCby je nevyhnutné identifikovat kl'aicovy

druh parazita zodpovedného za priznaky choroby [4, 7, 13]:

e Morfologicka identifikacia = je ¢asovo naro¢na a vyzaduje skuseny personal.

— FEC (Fecal egg counts)- test pocitania vaji¢ok vo vykaloch hostitel’a.
— LC (larval culture)- kultivéacie vykalov k rozliSovaniu jednotlivych lariev nematod.
— Post-mortem vySetrenie - dokazanie dospelého vyvojového Stadia parazita.

e Molekularne metddy diagnostiky = identifikacia jednotlivych druhov pomocou genetickych
markerov v jadrovej ribozomalnej DNA prostrednictvom PCR ajeho modifikdciami
predstavuje efektivny sposob diagnostiky s nutnost'ou pristrojového vybavenia.

— multiplex-tamden PCR [14] — rozliSeni viacerych druhov nematod pomocou sady
primerov Specifické pre jednotlivé druhy oznacené sondami.

— LAMP [15] — modifikacia konvenénej PCR, izotermicka kvantifikacia DNA.

— ddPCR (droplet digital PCR) [16] — metdda vyuzivajuca mikrofluidny Cip
s moznostou identifikacie a absolutnej kvantifikacie DNA viacerych druhov
nematod.

e Imunologické metody diagnostiky = detekcia  antigénov parazitov pritomnych
v infikovanych hostitel'och alebo antiparazitarnych protilatok a buniek sprostredkuvajucich

imunitné reakcie [13].

2.2. Lie¢ba haemonchozy

Terapia ochorenia spdsobeného parazitickymi nematodami spolieha prevazne na
chemicky zalozené pristupy vyuzitim anthelmintik. Na zabezpecenie efektivnej lieCby je
nevyhnutné dosiahnutie uc¢innej koncentracie lie¢iva v miestach lokalizacie parazita pocas
urcitého obdobia na zéklade jeho fyzikdlno—chemickych vlastnosti spolu s farmakokinetickymi
parametrami anthemintik. V rdmci podpory terapie sa poddvaju nakazenim zvieratim aj
kombinacie lie¢iv zroéznych chemickych skupin a bioaktivnych fytochemikalii, ktoré
podporuju ich anthelminticku aktivitu alebo zlepSuju stav vyzivy aimunitni odpoved’

hostitel'ov proti infekcii [17].



2.2.1. Anthelmintika

Anthelmintika predstavuju Siroké spektrum lieCiv proti infekcidm vyvolanych

helmintami. Mo6zeme ich rozdelit do skupin na zéklade podobnej chemickej Struktary a

mechanizmu ucinku. Jednotlivé skupiny anthelmintik pouzivané na liecbu gastrointestinalnych

nematod ako je H. contortus si uvedene v Tabulke 2. [18, 19].

Tabul’ka 2.: NajvyznamnejSie skupiny anthelmintik pouzivanych na liecbu GI nematod

u prezuvavcoch.

Skupina anthelmintik | Vybrany Chemicka §trukttra Mechanizmus
zastupcovia ucinku
Benzimidazoly Albendazol P N inhibicia
Tiabendazol \©i />7N“ polymerizacie
Fenbendazol " }7 o\ mikrotubulov
Oxibendazol °
Mebendazol
Makrocyklické Ivermektin ! . ) ..| ucinok na
laktony Abamektin \O\O\O\Q \\ glutamat riadené
Moxidektin chloridové
kanaly
Imidazothiazoly Levamisol N agonista
Q@? nikotinového
acetylcholinového
receptoru
Tetrahydropyrimidiny | Morantel N/ agonista
Pyrantel nikotinového
N/ 7 \ > acetylcholinového
/ receptoru
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Prvé moderné Sirokospektralne anthelmintikum, tiabendazol, bolo uvolnené na
komeréné pouzitie na zaciatku 60-tych rokov 20.storocia a ukazalo sa vysoko U¢inné proti
Sirokému spektru parazitov prezavavcov vratene nematod, niektorych trematod a cestod [20].
Od vtedy sa do klinickej praxe dostal rad d’alSich zastupcov a aj v sicasnosti st jednou
skupinou z najcastejSie vyuzivanych anthelmintik. Inhibiciou polymerizacie tubulinu, ktory
zohrava kl'aicovu tlohu v mnohych bune¢nych procesoch (napr. mitdéza, motilita, transport),
benzimidazoly sposobuju usmrtenie parazita, pricom vykazuja selektivnu toxicitu vytvorena
silnejSou ireverzibilnou vizbou na tubulin parazita ako hostitel’a [18, 21].

Medzi starSie anthelmintika, vytvorené po benzimidazoloch, patria imidazothiazoly
a tetrahydropyrimidiny. Prvym ¢lenom bol tetramizol, aminothiazolovy derivat vo forme
racemickej zmesi [22]. Naslednou analyzou sa odhalil L-izomer ako anthelminticky ucinne;jsi
a v sucasnosti sa vyraba pod oznacenim levamisol. Levamisol, zaroven s tetrahydropyrimidiny,
funguje ako agonista nikotinovych neuromuskularnych spojeni u parazitov. Najskor otvorenim
a potom blokovanim katiénovych kanélov sprostredkovanych acetylcholinovym receptorom
vedie k spastickej paralyze parazita a jeho vypudeniu z hostitel'a prostrednictvom peristaltiky
¢riev. Pri vysokych koncentraciach, levamisol moze pdsobit aj ako nikotinovy agonista

u cicavcov [19, 21, 23].




Makrocyklické latkony (ML) zahriiuja avermektiny (ivermektin a doramektin) a novsie
pripravené¢ milbemyciny (moxidektin). Skupina ML bola vyvinuta koncom 70-tych rokov
20.storocia z fermentaéného produktu aktinomycety rodu Streptomyces spp. Vyznacuju sa
spektrom ucinku od endoparazitarnych ochoreni (nemat6z) po ektoparazitirne (infekcie
¢lankonozcov). Ich mechanizmus tUc¢inku je zaloZzeny na naruSeni funkcie nervovych
a svalovych buniek zosilnenym otvorenim glutamatovych chloridovych kanalov, po ktorom
nasleduje hyperpolarizacia bunkovej membrany a svalovd paralyza, najmi hltanu parazita
[18, 24].

Najnovsim vyznamnym anthelmintikom vyvinutym v roku 2008 povodne proti ovéim
nematodam bol monepantel. Posobi ako pozitivny alostericky modulator acetylcholinového
receptoru $pecifického pre nematody ato vedie k ich svalovej paralyze. Uginkuje proti
dospelym anezrelym L4 larvadlnym S$tddiam vSetkych hlavnych GI nematod. Vdaka
selektivnemu uc€inku na parazita nepredstavuje vyraznejsie bezpecnostné riziko pre hospodarke
zvierata [25, 26].

Kombinovanie dvoch alebo viac anthelmintik s prekryvajucim sa spektrom ac¢inku by
mohlo viest’ k zniZeniu toxicity lie€iv a zvySeniu efektivnosti terapie. Dostupné su rozne
kombinacie benzimidazolov, derqvantel s abamektinon alebo monepantel s abamektinom

a dalsie [17, 27].

2.2.2. DalSie mozZnosti terapie a prevencie

Anthelmintika poskytuji kontrolu rozvoja infekcie, ktora ale ¢astokrat nie je dlhodobo
udrzatelnd a plne u¢innd. Preto sa stale hladaji alternativne stratégie na posilnenie terapie
a prevencie. Vo vSeobecnosti maju nechemické pristupy vyrazne mensi okamzity u¢inok na
populéciu nematod anie st urené ako nédhrada lieCiv, ale mo6Zzu znizit' ich frekvenciu
a mnoZstvo podavania.

o Srachtenie dobytka = vyber jedincov na zéklade zvysenej odolnosti vo¢i GI parazitom
sledovanim z&vazZnosti priznakov infekcie po vystaveni infekénymi $tddiami nematod [28].
e Pastviny = rozdelenim pastvin na menSie plochy sa dobytok na niekol'ko dni az tyzdnov
sustredi na mensej ploche pastvin a potom presunie na inl ¢ast’ s cielom minimalizovat’

prijem infekénych lariev nematod a zabranit’ nadmernej kontaminécii pastvin [29].



Vyziva = prezuvavce si vyvinuli do ur€itej miery obranyschopnost’ (fyzické bariéry,
imunologické mechanizmy, fyziologické odpovede), ktoru je potrebné podporit’ prijmom
zivin (suplementacia proteinmi, mineralnymi a stopovymi prvkami) z vonkajSiecho
prostredia. Tieto ziviny zlepSuju reakcie hostitel’a a jeho reguléciu poskodenia spojené¢ho
s pritomnym parazitom (udrzanie homeostazy a produkcie). Ako doplnok stravy mozu
sluzit’ aj rastlinné extrakty obsahujuce sekundarne metabolity s anthelmintickym uc¢inkom,
napr. kondenzované taniny [30].
Nematofagne huby = Duddingtonia flagrans je huba schopna tvorit’ chlamydospory, ktoré
moézu byt pridané do krmiva a prechadzat gastrointestindlnym traktom, nésledne klicit’
a rast’ vo vykaloch, kde zachytdvaju a eliminuju larvy nematod [31].
Vakciny = v priebehu niekol’ko desatro¢i sa uskuto¢nilo mnozstvo testov pri hladani
ucinnej vakciny proti H. contortus abez ohladu na pouzitie viacerych pristupov na
testovanie mnohych antigénov sa nedokazalo, Ze by niektora z nich tplne eliminovala alebo
zastavila prenos parazita. Od vakciny sa vyZaduje, aby minimalizovala produkciu
dospelych cCervov ako aj redukovala mnozstvo infekénych lariev alebo usmrtila
etablovanych cervov. Vyvoj vakcin komplikuje geneticka diverzita v populdacii parazita
vratane rozneho antigénneho profilu v priebehu vyvojovych §tadii [32].

Medzi niektoré vyvijané a testované vakciny patria:

— glykoproteinové komplexy = ziskané z ¢reva H. contortus H-gal-GP a H11
obsiahnuté v komercne dostupnej vakcine Barbervax, ktora vyZzaduje
pravidelné podavanie pocas celého obdobia ohrozenia parazitmi, pretoze
nedochadza k prirodzenému posilneniu imunitnej odpovede hostitel’a [33].

— DNA vakciny = dodanie geneticky upravenej DNA Specifického antigénu
tak, aby imunitné bunky mohli byt’ priamo vystavené vytvorenému antigénu,
vysledkom ¢oho vznika Siroké spektrum imunitnych reakcii, napr.
vakcinacia s DNA antigénom H11 a interleukinom IL-2 [34].

— Exkrecné/sekrecné proteinové vakciny (HcESP) = skupina antigénov ES
ziskanych z H. contortus schopna vyvolat’ u hostitel'a imunitni odpoved’
[35].

— Zmes rekombinantnych proteinov = s cielom zjednodusit’ komplexnost’
a pripravu antigénnych vakcin su potencidlne imunomodula¢né proteiny

pripravené expresnym bune¢nym systémom [36].



2.3. Anthelminticka rezistencia

Antihelminticku rezistenciu mozno definovat ako vyznamny nérast v populécii
jednotlivych nematod schopnych tolerovat’ davky lieciva, ktoré sa ukdzali ako smrtel'né pre
vacsinu jedincov rovnakého druhu. H. contortus je jednym z najrozsiahlejSie Studovanou
nematodou s oh'adom na rezistenciu, pretoze preukdzal schopnost’ vyvinut’ urciti odolnost’
voci vSetkym pouzivanym triedam lieciv v priebehu niekol’ko rokov od ich zavedenia [37].
Rezistencia na anthelmintika u tohto druhu bola prvykrat popisana v roku 1957, kedy bol H.
contortus dlhodobo vystaveny lieCivu fenotiazinu [38]. Faktory, ktoré zasadne ovplyviiujua
vznik rezistencie suvisia s druhom parazita, hostitel'a alebo celkovym riadenim kontroly lieCby
a prevencie na farme [39, 40]:

e Genetickd diverzita a fyziologia parazita = niektoré parazity maji biologické
vlastnosti, ktoré uprednostiiuji rychlejsiu tvorbu alel rezistencie, ako su priamy a
kratky zivotny cyklus bez medzihostitel'a, vysoka plodnost’ a infekénost’.

e Komplexné profylakticka lieCba celého stdda = Castd aplikacia rovnakej skupiny
anthelmintik podporuje rozvoj rezistencie na danu skupinu lieciv.

e Terapeutickd davka anthelmintika = uspeS$na lieCba vyzaduje podanie spravneho
lieCiva v terapeutickej davke viazanej na hmotnost’ jedinca a ovplyvnenej
farmakokinetikou lieCiva, inak by dochadzalo k poddvaniu subletalnych dévok,
ktoré vytvaraju selekény tlak na prezitie odolnejSich parazitov a zvySujui rychlost’

rozvoja rezistencie [17].

2.3.1. Mechanizmus

Na vzniku rezistencie sa podiel’aju rézne mechanizmy (Obrazok 4.). Jednym z nich st
Specifické mechanizmy v spojitosti s farmakodynamickymi vlastnostami lie¢iva prejavujice sa
zmenou ciel'ovej molekularnej Struktury sposobenej naj€astejsie mutaciami DNA s naslednym
zabranenim naviazaniu lie¢iva a jeho ti¢inku. Specifické mechanizmy rezistencie proti roznym
triedam lieciv, ktoré najzasadnejSie ovplyviiuji u€inok lieCiva, sa vo vSeobecnosti liSia a preto
si konkrétna trieda moze zachovat’ aktivitu proti cervom odolnym voci inej triede lieciv
(Tabulka 3) [37]. V pripade benzimidazolovych anthelmintik sa v rezistentnych cervoch
vyskytuju mutacie SNP (single nucleotide polymorphisms) v troch kodoénoch (167, 198, a 200)
B-tubulinu, ktoré nasledne zmenia priestorovu Struktiru vzniknutého proteinu B-tubulinu [41].
Avsak, nie vSetky nematody rezistentné na benzimidazoly vykazuju tieto polymorfizmy

a podporuju tym zapojenie d’alSich mechanizmov rezistencie [42].
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Obrazok 4.: Schematické zndzornenie réznych faktorov a mechanizmov, ktoré by mohli
ovplyvnit' pdsobenie anthelmintika a viest bud’ k usmrteniu parazita alebo k rezistencii

(upravené z [37]).

Farmakokineticky neSpecificky sprostredkované mechanizmy zahriiuji zmeny hladiny
enzymov zapojenych do metabolizmu alebo transportu lieCiva anasledne tak moduluja
koncentraciu lieciva, ktoré dosiahne cielové miesto na receptore. Mechanizmy zmeny
koncentracie u¢inného lie€iva sa niekedy oznacuju ako neSpecifické, pretoze mozu ovplyvnit
lieciva z r6znych tried chemickych latok a spdsobov ucinku [37, 43].

Na druhej strane, komplexnost’ problému anthelmintickej rezistencie podtrhuje fakt, ze
Specifické a neSpecifické mechanizmy mozu byt spoloénym ddévodom vzniku rezistencie
u urcitého lieciva. Prikladom je rezistencia na levamisol, ktord vzniké geneticky podmienenou
zmenou Struktury acetylcholinového receptoru a zédroveil v mensej miere so zvySenou aktivitou
transportu lieCiva sprostredkovani P-glykoproteinom [44]. Okrem toho, celosvetovo sa
objavuje multirezistencia na viac tried anthelmintik stcasne v jednotlivych populéaciach
nematod, zdovodu schopnosti tvorby genetickych mutdcii a kombinacie  rdznych
mechanizmov rezistencie [11, 45].

V stcasnej dobe sa v naSom vyskume pouzivaju kmene (resp. varianty) H. contortus
s roznou uroviou rezistencie. Kmen citlivy na vSetky anthelmintika ISE (Inbred Susceptible
Edinburgh) bol vyizolovany v obdobi pred nasadenim va¢Siny anthelmintik [46]. Vystavenim
tohto kmena selekénému tlaku bezimidazolov vznikol rezistentny kmen IRE (Inbred Resitance
Edinburgh). Taktiez je pouzivany kmen WR (White River), ktory ma iny geneticky podklad,
pretoze bol ziskany z fariem v Juhoafrickej republiky a vykazuje multirezistenciu na

benzimidazolové anthelmintika, ivermektin a closantel [47].



Tabul’ka 3.: Vyvoj a predpokladany mechanizmus rezistencie na hlavné triedy anthelmintik

pouzivanych proti GI nematodam u prezavavcov [37, 40, 48]

Vybrané skupiny Uvedenie | Detekcia | Predpokladany mechanizmus rezistencie
anthelmintik na trh rezistencie
Benzimidazoly - mutécia SNP v géne B-tubulinu,
Tiabendazol 1961 1964 substitucia fenylalaninu a tyrozinu
Albendazol 1972 1983 F200Y, F167Y
substitucia alaninu a glutamovej kyseliny
E1984
Makrocyklické - nie je uplne vysvetlend —
laktony mozna uloha glycinoveho zvysku v glutamat-
Ivermectin 1981 1988 chloridovom kanaly,
Abamectin 1985 2001 - polymorphizmus a zvySenie expresie génov
P-glykoproteinu
Imidazothiazol - mutacia a zmeny expresie génov
Levamisol 1970 1981 kodujtcich podjednotky nikotin
acetylcholinového receptoru veduce k zmene
citlivosti a Struktiry receptoru
(Hco-unc-63a, Hco-unc-29.3, atd’)
Aminoacetonitrilové - mutacia génov podjednotky nikotin
derivaty acetylcholinového receptoru
Monepantel 2008 2013 (Hco-des-2H, Hco-acr-23H, Hco-MPTL-1)




2.3.2. Diagnostika rezistencie

Rastuci problém anthelmintickej rezistencie viedol k zvySenej potrebe spolahlivych a
Standardizovanych metod detekcie populacie Cervov so zniZzenou citlivostou na lieCiva
v rutinnej terénnej diagnostike. Medzi naj¢astejSie pouzivané metody patria:

e invivotest=FECRT (faecal egg count reduction test) pouzivany ako Standardny
test na stanovenie rezistencie po celé desatrocia. Je zalozeny na porovnani poctu
vajicok parazitov vo vykaloch pred liecbou a v definovanych ¢asoch po oSetreni.
Naésledne sa v liecbe mdze pokracovat, ak znizenie poctu vaji¢ok je vécsie ako
95 %, pretoze je liecba U¢inna [49].
alebo jeho vyvin.

— EHT (egg hatch test) = test liahnutia vajicok u ovocidnych latok,
(napriklad populacia parazita je rezistentnd na tiabendazol, ak sa
nevyvinie 50 % vaji¢ok po ich vystaveni koncentrécii lie¢iva >0,1 pg/ml)

— LDT (larval development test) = stanovuje ucinky lieciva na vyvoj
vajicok az po infek¢né larvalne Stadium L3.

— Larvalny motilitny/migracny test = efekt lieCiva sa stanovuje bud’
uréovanim pohyblivych a nepohyblivych ¢ervov alebo sa pozoruje ich
schopnost’ migrovat’ cez mriezku.

e molekularne testy = vzhladom k tomu, Ze rezistencia ma geneticky zaklad,
vyuzitie molekularnych technoldgii na identifikdciu rezistentnych alel je
najspol’ahlivej§ia metdoda rozliSenia jednotlivych citlivych a rezistentnych
populécii nematod. Avsak, Specifickost’ reagencii pouzivanych pre tieto ucely
spolo¢ne s pristrojovymi ndkladmi obmedzuji  ich pouzitie v rutinnej

diagnostike [50].
2.3.3. Prevencia

Medzi preventivne opatrenia patria vhodna stratégia pastvy za Ucelom redukcie
kontaminécie, podpora vyzivy zvierat, prisne karanténne opatrenia unovych prirastkoch,
podavanie anthelmintika len v pripade potreby a monitorovanie €innosti terapie na odhalenie
pripadnej rezistencie s naslednou zmenou stratégie oSetrenia. Kazd4 z mozZnosti prevencie by
mala byt vyuZita, aby sa minimalizovalo pouZzitie anthelmintickych lie¢iv a prediSlo sa tak

rozvoju rezistencie [51].



3. Biotransformacia anthelmintik

Parazity, rovnako ako ostatné organizmy su vystavené cudzorodym latkam,
xenobiotikam, ktoré nesliizia organizmu ani ako zdroj energie, ani na syntézu biomolekul. Ako
xenobiotika st oznacovane napriklad sekundarne metabolity rastlin, potravinarske prisady,
latky znecistujiice prostredie a v neposlednom rade lieciva. V dosledku toho, si organizmy
vytvorili obranné mechanizmy voci pripadnym toxickym ucinkom xenobiotik. Detoxikacné
procesy su zalozené na obmedzeni vstupu do dalSich organov alebo tkaniv a eliminacii
xenobiotik, ktora ¢asto zavisi od ich premeny na polarne latky a nasledne na ich transporte z
organizmu. V ramci chemickej modifikacie xenobiotika, biotransforma¢né enzymy katalyzuja
reakcie veduce k vzniku produktov, oznacovanych metabolity. Metabolity si mozu zachovat
biologické ucinky vratane toxicity, ale vo vicSine pripadov dochadza k ich zmene, redukcii
alebo strate. Nasledne su metabolity I'ahSie vylu€ované z organizmu pomocou transporterov
[52, 53].

Biotransformacéné enzymy a transportéry mozu do urcitej miery chranit’ parazity pred
toxickymi ¢inkami lie¢iv. Casté podavanie farmakologicky aktivnych latok zvysuje aktivitu
enzymov u hostitela a dochadza k znizeniu plazmatickych hladin lie¢iva. Ddsledkom je
zlyhanie terapie, pretoZe sa zvysuje Sanca parazitov na prezitie po aplikécii lieciv. Napriklad,
kontakt parazitov s nizkymi ddvkami lie¢iva albendazolu spdsobil indukciu génovej expresie
enzymov a zvySenie ich aktivity u parazita, ¢o viedlo k zvySenej metabolizacii lieciva [54, 55].

Aktivita enzymu zavisi na rychlosti jeho syntézy a degradacie, reakénych podmienkach,
pritomnosti a koncentracii substratu, kofaktorov, moduldtorov (tj. inhibitorov a aktivatorov).
Pokym k zniZeniu ich aktivity vedie pritomnost’ inhibitora, ktory sa asto viaZe na enzym, tak
k zvySeniu aktivity enzymov t¢inkom induktora vacSinou dochadza zvySenim syntézy mRNA
s naslednou tvorbou Specifického enzymu. Nuklearne hormonalne receptory (NHR) zohravaja
ustredntl Ulohu pri regulacii reakcie na xenobiotikum a pdsobia na transkripéné faktory, ktoré
ovplyviiuji expresiu génov [56, 57]. Napriklad, NHR-8 sa podiel’a na metabolizme xenobiotik
v nematode C. elegans a bol identifikovany ako regulator tolerancie vo¢i ivermektinu (IVM).
Mutanty C. elegans bez funk¢éného alebo s utlmenym receptorom podrobené testom vyvoja
lariev a elektrofaryngegramovym meranim vykazovali precitlivenost’ na IVM a taktiez boli
zisten¢ znizené¢ hladiny transkriptov niekolkych génov biotransformacnych enzymov
a transportérov. Podobné vysledky boli dosiahnuté aj u H. contortus utlmenim NHR-8

pomocou RNA interferencie [58].



Lie¢ivo podlieha biotransformacii na zéklade jeho fyzikalno-chemickych vlastnosti
vramci jednej alebo viacerych faz (Obrazok 5.). V 1. faze biotransformécie dochadza
k vneseniu alebo odkrytiu funkénej skupiny, pokym v 2. fize je metabolit konjugovany
s endogénnou molekulou a vysledny produkt je vylic¢eny z organizmu. Transport lieCiva a jeho
metabolitov je niekedy oznacovany ako 3. faza, ktoru zaist'uju napriklad ABC transportéry [59].

ABC transportéry, ako je P-glykoprotein (P-gp) predstavujii rodinu membranovych
proteinov, ktorych hlavna funkcia je ATP-depentny transport cez bunkové membrany mnozstva
zlucenin vratane Sirokého spektra lie¢iv. Podla vsSetkého prispievaji aj k rezistencii
makrocyklickych latkonov ako je IVM. Vystavenim H. contortus dochadzalo nielen k zvySeniu
expresie P-gp génov, ale bolo detekované prehibenie ué¢inku IVM v pripade utlmenia génov P-
gp zodpovednych za IVM transport v C. elegans [60-62]. Navyse, zvySeny efekt [IVM na H.
contortus, Trichostrongylus colubriformis a Cooperia spp. bol pozorovany pri kombinécii [VM
s P-gp substratom loperamidom [63, 64] Na druhej strane, v pripade benzimidazoloveho
anthelmintika flubendazol zapojenie P-gp do transportu nebolo zistené ani v citlivom ani

v rezistentnom kmeni H. contortus [65].
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Obrazok 5.: Jednotlivé fazy biotransformacie lieciv.



3.1.1. Faza L.

Reakcie 1. fazy biotransformécie zahriiuji hydrolyzu, redukciu a oxidaciu xenobiotik,
ktoré odhal'uju alebo zavadzaju funként skupinu (-OH, -NHo», -SH alebo -COOH) a zvycajne
vedu len k malému zvySeniu hydrofilnosti xenobiotik. Tieto funkéné skupiny st nasledne Casto
miestami priebehu 2. faze biotransformacie [52].

Oxidacné reakcie uskutocnuje hlavne nadrodina enzymov cytochrom P450 (CYP).
Avsak na tvorbe oxidacnych metabolitov sa podielaji aj flavin-monooxigenasy (FMO),
alkohol- a aldehyd-dehydrogenasy, monoaminooxigenasy a d’alSie antioxidacné enzymy.
Vel'ké mnozstvo tychto enzymov bolo najdenych v genomoch réznych druhov helmintov [53,
54], pri¢om ich expresia je ovplyvnena vyvojovym Stddiom helminta [66] a mdze byt
indukovana pritomnost'ou anthelmintik [61].

Benzimidazoly podliehaju dvojstupniovej S-oxidacii, pocas ktorej tvoria sufoxidy
a sulfony. V porovnani s povodnym lie¢ivom ako je napriklad albendazol, sulfoxidy maju
nizsiu antheminticku aktivitu, pricom sulfony uplne stracaju ucinnost’. Tato biotransformécia
je pozorovand nielen u preziivavcov [67], ale aj u parazitickych nematod H.contortus [68] a u
vol'ne Zijucej nematody C. elegans [69]. Dokonca bola zistena zvySena produkcia metabolitov
albendazolu [68] afenbendazolu [70] urezistentnych kmenov nematod. Okrem
benzimidazolov, H. contortus metabolizuje monepatel, kedy je monepatel-sulfoxid formovany
len u multirezistentného kmena [71].

Metabolizmus anthelmintik je pozorovany aj u inych kmenoch helmintov. Trematoda
F. hepatica vlastni men$ie mnozstvo CYP génov ako nematoda H.contortus [72], avSak tieZ u
nej prebieha oxidéacia triklabendazolu vo zvySenej miere v rezistentnych kmetnioch [73].
Navyse, metabolické inhibitory zniZuju trovenl biotransformacie anthelmintik a zlepSuju ich
aktivitu, ako ukazujli inkubécie benzimidazolu triklabedazolu s methimazolom [74], piperonyl
butoxidom [75], ketoconazolom [76]. Podobny efekt inhibitoru CYP piperonyl butoxid
na vyvoj gastrointestinalnych nematod Cooperia oncophora a Ostertagia ostertagi bol
sledovany v kombinAcii s tiabedazolom alebo ivermektinom, kedy doglo k prehibeniu Gi¢inku
anthelmintik. AvSak, tento efekt mohol byt podporeny aj inhibiénym uU¢inkom piperonyl
butoxidu na esterasy [77].

Hoci je oxidacia povazovana za majoritnu reakciu 1. faza biotransformacie, hydrolyza
esterov a amidov v xenobiotikach je tiez pomerne bezna u helmintov. Okrem toho, aldo-
ketoreduktasy a dehydrogenasy/redukasy s kratkym alebo stredne dlhym ret'azcom katalyzuji

redukciu xenobiotik. Ich deaktivaény Uc¢inok zabraiuje toxickému pdsobeniu aldehydov a



ketonov a zaroven napomaha k mareniu uCinku niektorych anthelmintik [54]. Konkrétne u
H.contortus bola skimand redukcia flubendazolu [78] a u F. hepatica zase redukcia

triklabendazolu [79] v spojitosti s anthelmintickou rezistenciou.

3.1.2. Fazall.

V 2. faze biotransformacie mozu xenobiotika alebo metabolity 1. faze podstapit
konjugacné reakcie s endogénnymi latkami. Pre priebeh reakcie je nutné dodanie energie, preto
sa endogenna zlucenina pred konjugaciou aktivuje makroergnym faktorom. Enzymy tejto fazy
maju vyznamnu tlohu pri biotransformacii xenobiotik na I'ahSie vylucitelne formy ako aj pri
metabolickej inaktivacii farmakologicky aktivnych latok. Patria sem prevazne transferasy:
UDP-glykosyltransferasa, sulfotransferasa, N-acetyltransferasa, gluthation-S-transferasa a
rozne methyltransferasy [80].

Konjugacné reakcie su v porovnani s 1. fdzou biotransformacie Studované u helmintov
menej, aj ked v genéme rdznych helmintov boli transferasy identifikované [53, 54].
Glutathion-S-transferasa (GST) je preto dal$im enzymom zapojenym do rezistencie
metabolizmu anthelmintik. Jej aktivity st vécSie v triklabendazole rezistentnych kmenoch
F.hepatica [81]. Avsak, len malo informacii je o vzt'ahu medzi aktivitou a liekovou rezistenciou
u nematod. Na druhej strane, upregulacia GST viedla k zvySenej odolnosti voci vysychaniu
lariev H. contortus, ako aj oxida¢nému stresu u C. elegans. TaktieZ zastava ulohu v imunitnych
reakciach medzi hostitel'om a helmintom, ¢o sa vyuziva pri tvorbe vakein [53].

Pre 2. fazu biotransformacie lie¢iv u helmintov ma vyznam aj konjugacia s glykosidmi.
H. contortus takto metabolizuje anthelmintika albendazol, flubendazol na N- a O-glykosidy vo
zvySenej miere v rezistentnych kmenoch [54, 68], pricom rovnaké metabolity boli pozorované
aj u C. elegans [69]. Produkcia glykosidovych metabolitov benzimidazolov v C. elegans bola
taktieZ znizena v pritomnosti inhibitoru chryzinu. NavySe, ako krok k identifikacii enzymov
potencidlne zodpovednych za biotransformaciu benzimidazolov bola charakterizovana
transkripénd odpoved” UGT génov na pritomnost’ lie€iva, ¢o poukdzalo na indukciu niektorych

z nich [82].



3.2. UDP-glykosyltransferasy (UGT)

Glykosyltransferasy (GT) katalyzuja prenos monosacharidovych jednotiek zo zvycajne
nukleotidom aktivovaného donoru na Specifické akceptorové molekuly, ako su lipidy,
sacharidy, proteiny, ¢o vedie k vytvoreniu glykosidickej vazby. Tieto trasferasy zodpovedaju
za vacsinu reakcii prenosu glykosylu, kedy je rozsah akceptorov vel'mi réznorody, ale donory
s obmedzené na monosacharidy, prevazne hexdzy, spojené s nukleosidmonofosfatovou alebo
nukleosiddifosfatovou odstupujucou skupinou, ako je uridindifosfat (UDP), guanosindifosfat
(GDP) a cytidinmonofosfat (CMP). Z nich UDP-glykosyltransferasy (UGT) predstavuju viac
ako 60% vsetkych charakterizovanych glykosyltransferas [83].

Na zaklade analyzy aminokyselinovych sekvencii a identifikovanych 3D S§truktar
rozdel'ujeme glykosyltransferasy do dvoch zékladnych priestorovych Struktar, GT-A a GT-B.
GT-A enzymy pozostavaju z dvoch samostatnych, ale izko spojenych B/o/p domén a pre svoju
katalyticki funkciu potrebuji  dvojmocné kovové i6ny. ViacSina prokaryotickych
glykosyltransferas patri do tejto skupiny. Na rozdiel od GT-A, enzymy GT-B maju
konzervativnej$iu Strukturu obsahujucu dve samostatné Rossman-like B/o/f domény so
spojovacou oblast'ou, ktord funguje ako katalytické miesto a nie su zavislé na pritomnosti
kovovych i6nov, i ked’ mézu stimulovat’ aktivitu tychto enzymov [84, 85].

Podra pritomnosti zmeny konfiguracie na anomernom uhliku v molekule hex6zy pocas
reakcie mozeme GT klasifikovat’ ako inverzné (inverting) alebo rentencné (retaining). Hoci
tieto katalytické mechanizmy reakcie st mozZné, viac Studovany a charakterizovany je inverzny
mechanizmus, pri ktorom dochadza k prenosu hexozy z kosubstratu UDP-a-D-hex6zy na
nukleofilnt skupinu, ako st napr. hydroxylové, amino alebo karboxylové funkéné skupiny,

lipofilnej molekuly substratu za vzniku B-D-glykosidu, konjugéatu aglykonu subtratu s hex6zou

(Obrézok 6.)[86].
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Obrazok 6.: UDP-glykosyltransferasy katalyzuji prenos hex6zy z UDP- aktivovanej hexdzy

na nukleofilnt skupinu lipofilnej molekuly substratu za vzniku -D-glykosidu.



UDP-glykosyltransferasy st priblizne 530 aminokyselin dlhé proteiny, ktoré maja
signalnu sekvenciu (20 aminokyselin) na N-konci smerujucu protein do endoplazmatického
retikula (ER). Po integracii do membrany je signdlna sekvencia odstiepend a tieto enzymy
podliehaju aj d’alsim posttranskripénym modifikaciam [87]. Variabilna Cast’ N-konce enzymu
sa viaze na aglykon substratu, a tak urCuje substratovu Specifitu. Na druhej strane,
konzervativny C-koniec obsahuje okrem oblasti viazucej kosubstrat s hex6zou, aj sekvenciu 44
aminokyselin, ktora je zdiel'ana naprie¢ roznymi organizmami. Na samom C-konci proteinu je
potom transmembranovy helix s hydrofébnou oblast’ou sluziacou ako kotva proteinu v ER a
kratkym cytoplazmatickym segmentom [88]. Pokym stavovce a bezstavovce zvyc€ajne obsahuju
transmembranovu doménu, bakteridlne a rastlinne UGT st pritomné v cytosole [89].
Komplikovanost’ struktiry a fungovania UGT podtrhuje schopnost UGT vytvarat’ oligomery
[90]. Taktiez interakcia UGT s d’al§Simi proteinmi, ako je napriklad cytochrom P450, mdze mat’

vyrazny vplyv na aktivitu UGT [91].

uGaT

cytosol

Obrazok 7.: Model topolégie enzymu UGT v endoplazmatickom retikulu ER vratane

naznacenia potencialu dimerizacie proteinu [87].

Enzymy UGT mozZno klasifikovat’ do rodin na zaklade sekven¢nej podobnosti. Pokym
rodiny UGT vykazuja ~ 45% alebo vacsiu identitu aminokyselinovej sekvencie, podrodiny
UGT aspont ~ 60%. Pre alelické varianty rovnakého génu mozZno n4jst’ takmer 100% zhodu
sekvencie. Percentudlne hranicné hodnoty identity sa povaZzuji za usmernenia, pricom
dodrziavanie tychto limitov ma tendenciu sa ¢asom menit’ v snahe zoskupit’ podobné rodiny
a podrodiny, pretoze pocet dostupnych sekvencii rastie. Zostavovaniu jednozna¢nych nazvov

génov UGT sa venuje UGT Nomenclature Committee (UGT Committee Home (wsu.edu)).

UGT72A4
v /L LN

UDP-glykosyltransferasy Rodina Podrodina Individualny gén

Obrazok 8.: Nomenklatarny systém nadrodiny UGT [92].


https://prime.vetmed.wsu.edu/resources/udp-glucuronsyltransferase-homepage

UGT enzymy st zodpovedné za metabolizmus mnozstva chemikalii v prostredi vratane
lieciv atoxinov, ako aj endogénnych signalnych molekul, vdaka ¢omu udrzuju zdravé
fungovanie tkaniv. U cicavcov boli identifikované 4 rodiny: UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS.
Konkrétne u ludi bolo v ramci tychto rodin najdenych 22 UGT. Clenovia UGT1 a UGT2
primarne pouzivaju kyselinu UDP-glukuronovu v glykosidaénych reakciach. Na rozdiel od
toho, c¢lenovia UGT3 vyuzivaju UDP-glukézu, UDP-xylozu, UDP-N-acetylglukosamin
a UGTS8 vylu¢ne UDP-galaktéozu. Enzymy z rodiny UGT3 a UGT8 mo6zu konjugovat’ hlavne
endogénne substraty. AvSak, UGTIA1l je najznamejSia pre svoju ulohu pri eliminacii
primarneho endogénneho substratu bilirubinu. Mutacie veduce k nefunkc¢nosti tohto enzymu
spdsobuju hyperbilirubinémiu, klasifikovanti ako Criglerov-Najjarov alebo Gilbertov syndrém,
pricom tazka forma moéze viest az k smrti. Na druhej strane, schopnosti UGT konjugovat’
karcinogény ako aj endogénne molekuly podporujuce rakovinu, ako st steroidné hormoény, by
mohli ovplyvnit’ riziko vzniku alebo progresiu rakoviny [93, 94]. Pokym véacSina UDP-
glykosyltransferas stavovcov spoliecha na pritomnost’ kyseliny UDP-glukuronovej v reakcii,
u bezstavovcov s vyuzivane prevazne in¢ UDP-aktivované hexézy, ako je UDP-glukoza [89].
V porovnani s cicavcami st konkrétne funkcie jednotlivych UGT u bezstavovcov menej
charakterizované, aj vd’aka tomu, Ze rodiny UGT st v tychto organizmoch rozsiahlejsie a hraju

ulohu v réznych fyziologickych procesoch [95].

Zapojenie UGT do biotransformace xenobiotik umoZziiuje rychlejSiu a GcinnejSiu
eliminaciu xenobiotik z organizmu, ¢im poskytuji ochranu organizmu pred ich dlhodobejSim
posobeni. Preto st UGT Studované i z hl'adiska ich moZného zapojenia do vzniku rezistencie
na lie¢iva Ci iné xenobiotika.

V sti¢asnosti sa rozSiruje rezistencia hmyzu na insekticidy, priCom vyskum tychto
organizmov je podporeny jednoduchost’ou uskutocnenia experimentov suvisejucich s UGT. Na
urovni génu je vyskum prevazne postaveny na prvotnom vytipovani konkrétnych UGT
hrajacich tlohu v mechanizme rezistencie stanovenim konstitutivnej expresie génov v citlivom
a rezistentnom kmeni a naslednym sledovanim zmien v urovni transkripcie UGT génov po
vystaveni lie¢ivam. Mnohé vysledky ukdazali indukovatel'nost UGT vystavenim hmyzu
insekticidom. Napriklad, chlorantraniliprol indukoval expresiu UGT2B1, €o viedlo k zniZeniu
tmrtnosti Plutella xylostella [96]. Dalsie insekticidy, cypermetrin, phoxim a chlorfenapyr, zase
indukovali expresiu Styroch UGT v parazitickych osach Meteorus pulchricornis [97]. Jednym
z naslednych testov pomahajicim pri overeni funkcie vybranych UGT v metabolizme lieciv je

utlmenie génov prejavujicou sa uplnou inhibiciou syntézy danej UGT a zvyCajne vedie



k zvySenej umrtnosti rezistentnych kmefiov po podani lie¢iv sréznymi chemickymi
Struktirami. NajcastejSie je tato metdoda uskutoCnend uhmyzu atestovand s réznymi
insekticidmi, napr. tiametoxamom v Aphis gossypii [98], imidaclopridom v Leptinotarsa
decemlineata [99] a chlorantraniliprolom v Plutella xylostella [96]. Na proteinovej Grovni,
prostrednictvom stanovenia motility alebo Zivotnosti testovanych organizmov vystavenych
nielen lie¢ivam, ale aj Specifickym inhibitorom UGT sucasne, mdéze byt potvrdené spojenie
aktivity rodiny UGT s uc¢innost'ou liec¢by. Inhibitory UGT 5-nitrouracil (NU), 4,6-dihydroxy-
S-nitropyrimidin (DNP) a sufinpyrazon (SP) sa Casto pouzivaju. U hmyzu Aphis gossypii SP
a5-NU vyznamne zvysili toxicitu tiametoxanu v rezistentnom kmeni [98] a v pripade
Diaphora citri zvysili toxicitu chlorantraniliprolu [96]. NavySe, meranie in vitro UGT aktivity
mdze byt uskutocnené rekombinantné pripravenymi UGT. Zapojenie UGT201D3 do liekove;j
rezistencie v Tetranychus cinnabarinus bolo takto potvrdené detekovanim metabolitov
abamektinu produkovanych rekombinantne pripravenou UGT201D3 v E.coli [100].

Na rozdiel od hmyzu je vyskum vyznamu UGT v lickovej rezistencie v d’alSich
bezstavovcoch, ako su nematody orientovany na metabolické Stidie. Stanovenim
metabolickych drah anthelmintik boli zistené glykosidové metabolity vo zvySenej miere
v rezistentnych kmenioch [68, 71]. Inkubacie C. elegans s anthelmintikami albendazol,
mebendazol, tiabendazol a oxfenbendazol d’alej ukazali zvySenu expresiu niekol'kych UGT,
pricom niektoré z nich st zdielane s H.contortus. Tieto vysledky poukazuji na podobnu
biotransfomacnti odpoved’ tychto nematod [82]. Okrem toho, genetickd manipulécia s ugt-22
spojenou s transkripénym faktorom SKN-1 v C. elegans odhalila jej zapojenie do U€innosti
anhemintika albendazol [101]. Taktiez, utlmenie expresie génu Bm-UGT viedlo k zniZeniu
motility a metabolizmu nematody Brugia malayi. Pokles motility ¢ervov Brugia malayi bol
dosiahnuty aj kombinaciou inhibitoru sulfinpyrazonu a albendazolu, ¢o potvrdzuje predizeny
ucinok anthelmintika [102]. Podobné vysledky boli dosiahnuté aj u lariev H. contortus pri
kombinacii UGT inhibitorov a lieCiva naftalofos [103].

Glykosidacia je jeden z mechanizmov prispievajucich k rozvoju rezistencie a zmeny
exprese UGT spolu s detekovanim metabolizmov lieCiv v rdéznych rezistentnych kmenov
organizmov vo zvy$enej miere to potvrdzuji. Dal3i vyskum UGT pravdepodobne vrhne nové
svetlo na mechanizmy liekovej rezistencie, ¢im posunie pokrok smerom k Gcinnej liecbe

helmitoz.



4. Ciele prace

Hlavnym ciel'om tejto prace bolo rozsirit’ poznatky k problematike rozvoja rezistencie
v parazitickej nematode H. contortus so zameranim na charakterizaciu rodiny enzymov UDP-

glykosyltransferas (UGT) a ich tlohy v biotransformacii benzimidazolovych anthelmintik.

Dielcie ciele prace:

>

% Stadium  biotransformacie vybranych benzimidazolovych anthelmintik s orienticiou
na kvalitativnu a kvantitativnu analyzu metabolitov anthelmintik v citlivych a rezistentnych

kmenoch s oh'adom na mozné pohlavné rozdiely dospelych cervov.

¢ Charakterizacia rodiny UGT v dospelych H. contortus spolu s porovnanim konstitutivne;

génovej expresie v kmenoch s roznou uroviiou anthelmintickej rezistencie.

% Zhodnotenie zmien v konStitutivnej expresii UGT génov a biotransformacie ABZ
oxidaciou a glykosidaciou v juvenilnych $tadidch citlivého a rezistentného kmena H.

contortus.

¢ Zhodnotenie vplyvu rezidualneho ABZ v pastve na uroven expresic UGT génov a jeho

mozny dopad na produkciu metabolitov ABZ v dospelych ¢ervoch.

X/

% Zhodnotenie vplyvu cielenej indukcie ainhibicie UGT na expresiu génov

a biotransformaciu ABZ v dospelych ¢ervoch.



5. Vysledky a diskusia

5.1. Metabolizmus vybranych benzimidazolov v dospelych ¢ervoch H.contortus

I. RAISOVA STUCHLIKOVA, L., MATOUSKOVA, P., VOKRAL, 1, LAMKA, I,
SZOTAKOVA, B., SECKAROVA, A., DIMUNOVA, D., NGUYEN, L. T., VARADY, M.,
SKALOVA, L. (2018) Metabolism of albendazole, ricobendazole and flubendazole in
Haemonchus contortus adults: Sex differences, resistance-related differences and the

identification of new metabolites. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug

Resistance. 8: 50- 58. 1F2018 = 2,951

Znalost’ metabolickych drah anthemintik je dolezita pre pochopenie u¢innosti terapie a
posudenie rizika vyvoja liekovej rezistencie nematod. Hoci predoslé stadie potvrdili, ze dospelé
cervy H. contortus boli schopne metabolizovat ABZ a FLU, bola tato $tidia zamerana na
pohlavné rozdiely ¢ervov v metabolizme benzimidazolov ABZ, FLU a ricobendazolu (RCB
alebo albendazol-sulfoxid ABZSO, aktivny metabolit ABZ) za pouzZitia citlivejSich
analytickych nastrojov. UHPLC/MS/MS. Okrem porovnania produkcie metabolitov
v samiciach a samcoch, boli sledované aj rozdiely medzi citlivym kmenom ISE a rezistentnym
kmenom IRE za t¢elom odhalenia tlohy metabolizmu v anthelmintickej rezistencii.

V ramci analyzy metabolizmu FLU, bolo identifikovanych 12 réznych metabolitov,
ztoho 6 novo charakterizovanych. Hlavnym metabolitom 1. fize biotransformacie bol
metabolit s redukovanou karbonylovou skupinou, pri€om boli pozorované aj hydroxylacia
a karbamatova hydrolyza FLU. Co sa tyka 2. fazy biotransformacie, kedy prebiechala N- a O-
glykosidacia, metylacia a O-acetylacia, bol najvyznamnejSim metabolitom O-glykosid
redukovaného FLU. Napriek tomu, ze redukovand molekula FLU poskytuje len jednu O-
poziciu na naviazanie hexdzy, boli popisane 3 konjugaty s moznou rozdielnou priestorovou
orientaciou glykosidu.

Biotransformédcia ABZ viedla k tvorbe 9 metabolitov, znich 4 neboli dovtedy
identifikované. Na rozdiel od FLU, ABZ podlieha oxidacii na sulfoxid a nasledne na sulfon
(Obrazok 9.). Okrem toho, ABZ prechadza aj hydrolyzou karbaméatovej skupiny. Pokial’ ide
0 2. fazu biotransformdcie, opdt’ je hlavnou reakciou glykosidicia za vzniku troch N-
glykosidov, dva N-glykosidy oxidovaného ABZ a dva hydrolyzovaného ABZ. Rovnako ako
pri FLU, ani tu nie je isté, Ze hexdza viazuca sa na ABZ je gluko6za alebo ina hexoza.

Poslednym analyzovanym lie¢ivom bol RCB (ABZSO), ktory sa mdze redukciou

premienat’ spiat’ na ABZ. Zaroven bolo identifikovanych esSte 5 metabolitov. H. contortus bol



schopny metabolizovat’ RCB prostrednictvom druhej S-oxidacie, N-glykosidacie a vytvarat
konjugaty RCB a ABZ.

Mnozstvo metabolitov bolo normalizované na miligram celkového proteinu, aby sa
vylacili  velkostné rozdiely uoboch pohlavi. Vysledky ukézali pohlavné rozdiely
v metabolizme vsetkych testovanych anthelmintik. Dokonca tri metabolity (dva N-glykosidy
FLU a jeden N-glykosid ABZ) boli detekované len u samic. Vac¢Sie mnozstvo metabolitov sa
zistilo v samiciach ako v samcoch az na jeden ABZ-metabolit. Tieto zistenia ukazuju, ze
existuju vyznamne pohlavné rozdiely v metabolizme lieCiv v H.contortus.

Porovnanie metabolickych drah ABZ, RCB (ABZSO) a FLU medzi kmetiom ISE a IRE
overilo, ze dospelé Cervy rezistentného kmeinia IRE mali vacSiu schopnost’ deaktivovat
anthemintika ako citlivého kmena ISE a navyse niektoré metabolity boli identifikované vylu¢ne
v kmeni IRE. Najzasadnejsie rozdiely boli pozorované medzi samicami oboch kmeniov. Okrem
toho, percentudlny podiel nezmetabolizovaného lie¢iva FLU a ABZ bol signifikantne nizsi
v samiciach IRE ako ISE kmena. Tieto zistenia naznacuju, ze zvySena deaktivacia
benzimidazolov prostrednictvom glykosidacie u rezistentného kmeiia, by mohla byt jednym
z mechanizmov rezistencie anthelmintik v nematodach.
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Obrazok 9.: Navrhovana metabolicka draha ABZ v H. contortus



5.2. Rodina UDP-glykosyltransferas v H. contortus

II. MATOUSKOVA, P., LECOVA, L., LAING, R., DIMUNOVA, D., VOGEL, H.,
RAISOVA STUCHLIKOVA, L., NGUYEN, L. T., KELLEROVA, P., VOKRAL, I., LAMKA,
J., SZOTAKOVA, B., VARADY, M., SKALOVA, L. (2018) UDP-glycosyltransferase family
in Haemonchus contortus: Phylogenetic analysis, constitutive expression, sex-differences and

resistance-related differences. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug

Resistance. 8: 420- 429. 1F2018 = 2,951

Detoxikéacia benzimidazolovych anthelmintik u H.contortus bola pozorovana
prostrednictvom glykosidacie. Tieto reakcie su katalyzované UDP-glykosyltransferasami.
Pretoze UGT u tohto organizmu neboli dovtedy charakterizované, bola tato Studia navrhnuta s
cielom preskiimat’ rodinu tychto enzymov. Identifikacia génov kodujucich UGT spolu s
porovnanim konstitutivnej génovej expresie v kmenoch s réznou uroviiou rezistencie (od
citliveného kmena ISE a rezistentného na benzimidazoly IRE, po kmen odolny na viaceré
lieciva WR) umoznuje zistit potencidlny vyznam Specifickych UGT v glykosidacii
anthelmintik, ktora prispieva k zvySenému vyluceniu lieciva z parazita a k moznému rozvoju
rezistencie.

Analyza genomu rozdeleného do 6 chromozémov odhalila pritomnost’ 32 génov UGT.
Na zaklade aminokyselinovych sekvencii boli rozdelené do 15 rodin, pricom nadrodina UGT
obsahuje charakteristicku sekvenciu 44 aminokyselin zodpovednych za vizbu UDP jednotky
donorového cukru. Okrem toho, boli u vacsiny sekvencii UGT identifikované signédlne peptidy
a transmembranové helixy, ktorymi sa enzymy viazu na endoplazmatické retikulum. Avsak,
niektoré UGT gény neobsahovali tieto useky apreto nie je u nich jasné, ¢i sa jednd
o pseudogeny a ¢i maji enzymovu aktivitu. Na druhej strane, vSetkych 32 sekvencii obsahuje
aminokyseliny dolezité pre ich katalytickua aktivitu.

Fylogenetické porovnanie UGT medzi H. contortus a C. elegans odhalilo, Ze homology
4 jednoclennych UGT v C. elegans si pritomné v H. contortus ako jedna kopia génu
(UGT10BI1, 22A2, 26A2, 27B1). C. elegans genom koduje 60 UGT rozdelenych do 17 rodin,
pri¢om na rozdiel od H.contortus, maja rozsiahle rodiny UGT14, UGT15, UGT18. Niektoré
rodiny (UGT365, UGT366, UGT368) su zase rozsirené len u H.contortus. Sekvencna
podobnost’ takychto rodin a usporiadanie génu na chromozémoch v skupinach sved¢i o ich
vzniku nasobnymi duplikdciami génov.

Kvantifikacia konstitutivnej expresie 32 UGT mRNA u dospelych ¢ervov H.contortus

ukézala vyznamné rozdiely medzi samicami a samcami. Sest’ génov malo medzi pohlaviami



vyrazne odlisSnl expresiu, Styri gény mali vysSiu hladinu transkriptu samcov (UGT22A2, 24C1,
368B1 a373A1) a dve u samic (UGT366D1, 369A1). Najviac exprimovand bola UGT369A1
a UGT366D1 usamic a UGT22A2 u samcov. Analyza moznych rozdielov v konstitutivnej
expresii UGT medzi kmenmi ukazala vyrazne vyssie hladiny transkriptov UGT371A1 u oboch
rezistentnych kmenov u samcov. Avsak, najvyznamnejsie zvySenie Urovne transkripcie bolo
detekované u génu UGT368B2, ked’ze sa prejavilo u oboch pohlavi IRE a WR kmena. Indukcia
UGT génov v rezistentnych kmenioch mdéze mat’ nejednoznaény pdvod, ale podporuje

predpoklad zapojenia tychto UGT do biotransforméacie benzimidazolovych anthelmintik.



5.3. UDP-glykosyltransferasy a metabolizmus albendazolu v juvenilnych $tadiach

H. contortus

III. KELLEROVA, P., NAVRATILOVA, M., NGUYEN, L. T., DIMUNOVA, D., RAISOVA
STUCHLIKOVA, L., STERBOVA, K., SKALOVA, L., MATOUSKOVA, P. (2020) UDP-
glycosyltransferases and albendazole metabolism in the juvenile stages of Haemonchus

contortus. Frontiers in Physiology. 11: 594116. IF2020 = 4,566

Rodina UGT v H. contortus vratane stanovenia konstitutivnej expresie ich génov bola
charakterizovana v dospelych ¢ervoch. Naproti tomu, vol'ne Zijice juvenilné Stadia sa taktiez
mozu dostat’ do kontaktu s mnohymi xenobiotikami vratane anthelmintik a to prevazne v
subletalnych koncentraciach, co moZe mat’ za nasledok rozvoj rezistencie. Preto je i€elom tejto
Stadie urcit’ konStitutivnu expresiu UGT génov a ich indukovatel'nost’ nizkou koncentraciou
ABZ a ABZSO vo vajickach a larvalnych stadiach L1, L3. V juvenilnych stadiach bol taktiez
testovany aj metabolizmus ABZ v subletalnych davkach so zameranim na kvantifikaciu
ABZSO a ABZSO; metabolitov v ISE a IRE kmenoch.

V troch testovanych $tadiach H. contortus boli UGT rdzne exprimované. Rozdiely
v expresii génov UGT medzi §tadiami podporuju predpokladané rdzne tillohy jednotlivych UGT
v konkrétnej zZivotnej etape H. contortus.

NavySe, kazdy stanoveny gén UGT v dvoch rezistentnych kmenioch bol porovnany
scitlivym kmeniom ISE. NajvdcSie zvySenie v urovni transkripcie boli pozorované
u UGTI10BI1, UGT24D1 a UGT368B1 v kmeni IRE. Len UGT365B3 mal vysSiu expresiu vo
vajiCkach oboch rezistentnych kmeniov. V L1 boli zvySené 4 UGT zo vSetkych testovanych
v jednom z rezistentnych kmenov a UGT368A2 vykazovalo vys§iu troveinl transcripcie v L3
rezistentnom kmeni WR. Na zdklade domnienky, Ze rozdiel expresii UGT v rezistentnych
kmenoch je zapric¢ineny ich zapojenim do metabolizmu anthelmintik a ich moznou indukciou
tymito lie¢ivami, boli juvenilné Stadia vystavené nizkej ddvke ABZ a ABZSO po dobu 4 hodin.
Avsak, za tuto dobu nedoslo k ziadnej indukcii testovanych UGT génov.

Metabolity ABZ sledované v juvenilnych Stadidch sa vacSinou tvorili prostrednictvom
S-oxidacie. ABZSO a ABZSO: sa viac formoval vo vajickach a L1, pricom vyrazne niZSie
mnozstva boli detekované v mediach. Rozdiely v metabolizme ABZ medzi kmenmi ISE a IRE
boli vyraznejSie vo vajickach a L3 vo vysSich koncentracidich ABZ, ktoré u IRE kmena

formovali, ale aj vylucovali ABZSO a ABZSO; metabolity do média efektivnejsie.



V ramci glykosidacie, niekol’ko ABZ-glykosidov a ABZSO-glykosidov bolo
vytvorenych v tychto Stadiach. Taktiez, v L1 $tadiu IRE kmeia boli glykosidy formované vo
va¢Som mnozstve v porovnani s ISE kmeniom. Zaujimavé je, ze len vajicka IRE kmeina boli
schopné vytvorit ABZ-acetylglykosid. Navyse, porovnanie poctu metabolitov v larvalnych
Stadiach ukazuje viacSiu rozmanitost v IRE kmeni. Vysledky naznacuju podobne ako
u dospelych cCervov, ze rozdiely v rozsahu glykosidacie v biotransformacii ABZ stvisia

s anthelmintickou rezistenciou.



5.4.Vplyv environmentalnej cirkulacie anhelmintika albendazolu na H. contortus

IV. DIMUNOVA, D., MATOUSKOVA, P., NAVRATILOVA, M., NGUYEN, L. T,
AMBROZ, M., VOKRAL, 1., SZOTAKOVA, B., SKALOVA, L. (2022) Environmental
circulation of the anthelmintic drug albendazole affects expression and activity of resistance-
related genes in the parasitic nematode Haemonchus contortus. Science of the Total

Environment. 822: 153527. IF2022 = 7,842

Anthelmintika a ich metabolity sa do prostredia dostavaji exkrementami zvierat
uvolnenych na pastvinach. Nasledna environmentalna cirkuldcia anthelmintik m6ze mat’ r6zne
dosledky, vratane vystavenia nematod anthelmintikom a ich metabolitom. V predchadzajicich
experimentoch bolo zistené, Ze vplyvom anthelmintik doslo k zvySeniu expresie a aktivity
biotransformacnych enzymov cytochrom P450 (CYP), UDP-glykosyltransferasy (UGT) a P-
glykoproteiny (P-gp) v roznych Stddiach H. contortus. Avsak tieto experimenty boli
uskuto¢nené ex vivo v laboratérnych podmienkach [55, 61]. Vzhl'adom k tomu, bola tato Studia
navrhnutd tak, aby sledovala cirkuladcie ABZ v Zivotnom prostredi v realnych podmienkach
farmy a ich vplyv na H. contortus in vivo. Pastva hnojena trusom s ABZ a bez ABZ bola pouzita
na kfmenie jahniat v urcitych ¢asovych intervaloch pred a po infikovani s H.contortus. Rozsah
infekcie, expresia génov CYP, UGT, P-gp, ako aj schopnost biotransformovat ABZ
v dospelych Cervoch sa analyzovala s cielom posudit’ vplyv cirkuldcie ABZ na schopnost’
cervov chrénit’ sa pred €¢inkom anthelmintik.

Expresia jednotlivych isoforiem nadrodin CYP, UGT aP-gp bola stanovovana
a porovnana medzi skupinami dospelych jedincov ziskanych z kontrolnych oviec a oviec
kfmenych pastvou s obsahom ABZ-metabolitov vréznom c¢asovom rozpiti (dve ABZ-
skupiny). V pripade CYP sa zvySenie urovne transkripcie tykalo len cyp-6, cyp-7 a cyp-8
v niektorych vzorkach samic asamcov v dvoch ovplyvnenych skupinach podanim ABZ
ovciam a zarovenl bol detekovany pokles expresie u cyp-2 v jednej z tychto ovplyvnenych
skupin. U samic a samcov zoboch ABZ skupin bola expresia UGT365B1 a UGT368B2
zvySend v porovnani s kontrolami. Niektoré d’alSie UGT boli rdzne indukovane v jednotlivych
ABZ-skupinach a pohlaviach ¢ervov. AvSak, P-gp gény nevykazovali Ziadne rozdiely medzi
dospelymi cervami kontrolnych a ABZ-skupin. Indukovatelnost’” ur¢itych CYP a UGT
prostrednictvom ABZ mdéze zdoraziiovat’ ich vyznam v metabolizme ABZ.

H. contortus ziskany z oviec kontrolnych a ABZ-skupin bol ex vivo inkubovany s ABZ
a ABZSO pocas 24 hodin, aby bolo mozne stanovit’ ich metabolity. Dospelé Cervy z ABZ
kfmenych ovci boli schopné oxidovat’ a glykosidovat’ ABZ a aj ABZSO ucinnejsie ako Cervy



z kontrolnych ovci. Aj ked’ rozdiely boli signifikantné, neboli vel'ké a je preto potreba brat
do uvahy, ze kontakt s ABZ ajeho metabolitmi v pastve bol len na obmedzeny cas, zatial
¢o pastice sa zvierata sa mézu opakovane zivit' rastlinami s ABZ metabolitmi po dlhu dobu.
V tomto pripade je potom oCakavana vyraznejSia zmena v organizme ¢erva a tak mozu ziskavat’

lepsiu schopnost’ deaktivovat’ ABZ a postupne sa stat’ menej citlivé na toto anthelmintikum.



5.5.Uloha UDP-glykosyltransferas v xenobiotickej rezistencii

V. DIMUNOVA, D., MATOUSKOVA, P., PODLIPNA, R., BOUSOVA, I, SKALOVA, L.
(2022) The role of UDP-glycosyltransferases in xenobiotic-resistance. Odoslané k recenzii do

casopisu Drug Metabolism Review.

UDP-glykosyltransferasy (UGT) chrania organizmy pred potencidlne Skodlivymi
xenobiotikami. Preto zvySena expresia a/alebo aktivita UGT zlepSuje ochranu organizmu
a moze prispiet’ k vyvoji jedincov, ktori sa stanti odolnejsimi voci u€inkom urcitych xenobiotik.
Zatial’, ¢o funkcia UGT pri rezistencii I'udskych rakovinovych buniek na chemoterapiu je
v sucasnosti dobre zndma, iné organizmy a iné xenobiotika pritahuji ovel’a menej pozornosti.
Tento prehl’ad bol navrhnuty, aby prezentoval komplexne doterajSie informacie o ulohe UGT
pri rezistencii na xenobiotika nielen u l'udi, ale aj u d’alSich organizmov. Mnoh¢ §tidie jasne
ukazuju podiel UGT na rezistencii nematod na anthelmintika, hmyzu na insekticidy, burin na
herbicidy, ako aj I'udi na rozne liec¢iva. Napriek tomu, ze je prispevok UGT k rezistencii voci
xenobiotikam zrejmy, mnohé informacie stale chybaju, napriklad pokial’ ide o mechanizmus

regulacie UGT, urcite si zasliZia d’alSie skimanie.



5.6. Indukcia a inhibicia UDP-glykosyltransferasy v metabolizme albendazolu

v H. contortus

VI. DIMUNOVA, D., NAVRATILOVA, M., KELLEROVA, P., AMBROZ, M., SKALOVA,
L., MATOUSKOVA, P. (2022) The induction and inhibition of UDP-glycosyltransferases in
Haemonchus contortus and its role in the metabolism of albendazole. Odoslané k recenzii do

Casopisu International Journal for Parasitology: Drug and Drug Resistance.

Glykosidacia anthelmintik sluzi ako ochranny mechanizmus H. contortus pred
toxickym ug¢inkom tychto lie¢iv. S cielom prehibit poznatky o funkénosti UDP-
glykosyltransferas (UGT) zabezpecujucich tieto reakcie je tato Stadia zamerana na indukciu
a inhibiciu expresie a aktivity UGT v metabolizme ABZ. Z tohto dovodu bol indukény efekt
fenobarbitalu (PHB), ako aj ABZ a ABZSO stanovovany v expresii UGT a v biotransformacii
ABZ v dospelych c¢ervoch ex vivo. Zéaroven bol testovany ucinok troch potencialnych
inhibitorov UGT: 5-nitrouracil (5-NU), 4,6-dihydroxy-5-nitropyrimidin (DNP) a sulfinpyrazon
(SP) na glykosidaciu ABZ, ktoré by mohli znizit’ anthelminticka biotransforméaciu a zlepSit’
ucinnost’ liecby.

Hladiny expresie UGT génov boli detekované po vystaveni dospelych ¢ervov po dobu
4 a 12 hodin Standardnej davke ABZ a ABZSO pouzitej na analyzu metabolizmu. Avsak, len
malo UGT bolo upregulovanych po 4 hodinovej inkubacii, pricom navySenie expresie
niektorych UGT po 12 hodinach bolo pozorovane najmé u samcov. Aj ked’ sa efekt anthelmintik
vyrazne neprejavil na Urovni transkripcie génu, v biotransformacii ABZ boli kvantifikované
vysSie mnozstva metabolitov po pred-inkubacii s nizkymi davkami ABZ a ABZSO. Taktiez,
len niekol’ko UGT génov bolo exprimovanych po vystaveni ¢ervov PHB. Napriklad, PHB
zvySuje UGT365A1 u samic, UGT367A1 po 4 hodindch a UGT366D1 po 12 hodinach u oboch
pohlavi. Na druhej strane, indukcie tychto UGT sprostredkovanych PHB neviedli k zvySenej
tvorbe ABZ-glykosidov.

Na preukdzanie zapojenia UGT do formovania ABZ konjugatov s glukézou
v H.contortus sana testovanie t¢inkov troch inhibitorov (SP, 5-NU, DNP) pouzili subcelularne
frakcie dospelého Cerva. Vysledky ukazuji, Ze SP je najucinnej$i inhibitor v porovnani
s ostatnymi.

Inhibi¢ny potencial SP na tvorbu ABZ-glykosidov bol tieZ testovany ex vivo v ¢ervoch.
Pokles tvorby vSetkych analyzovanych glykosidov bol pozorovany v homogenatoch ¢ervov ako

aj v mediach oboch pohlavi, co dokazuje, Ze SP je silnym inhibitorom UGT v H. contortus.



6. Zaver

Stadium UDP-glykosyltransferas, ktorému sme sa venovali v nasich experimentoch,

rozsirilo doterajSie znalosti o ich funkcii v biotransformacii anthelmintik s ohladom na kmen,

Stadium a pohlavie H. contortus. Okrem toho, predosli kontakt H. contortus s lie¢ivom

ovplyvnil UGT na urovni expresie génu a enzymovej aktivity sledovanej v rdmci formacie

metabolitov anthelmintik.

R/
L X4

X/

X/

Kvalitativna a kvantitativna identifikdcia metabolitov troch benzimidazolovych
anthelmintik ABZ, RCB (ABZSO) a FLU odhalila rozdiely v ich biotransformacii
medzi pohlaviami dospelych cervov, citlivych a rezistentnych kmenov. Vo vécsine
pripadov, samice prejavili rozsiahlej$iu schopnost metabolizovat anthelmintika.
A zarovei jedinci kmeiia IRE tvorili viac metabolitov vSetkych lieciv ako predstavitelia
kmena ISE. Niektoré metabolity sa dokonca nasli len u ¢ervov kmena IRE. Tieto
zistenia naznacuju, ze zvysena intenzita metabolizmu by mohla byt  suc¢ast'ou rezistencie

na bezimidazolove anthelmintika v H. contortus.

Stadium genému H. contortus odhalilo 32 génov UGT rozdelenych do 15 rodin. Okrem
hodnotenia podobnosti tychto sekvencii génov s UGT zo C. elegans, porovnanie
konstitutivnej expresie UGT ukézalo ich rozdiely medzi ISE a rezistentnymi kmenmi
IRE, WR, v ktorych bola vyznamne exprimovana UGT368B2. Gény UGT so zvySenou

urovilou transkripcie v IRE a WR mdZzu prispievat’ k liekovej rezistencii.

Stanovenim génovej expresie UGT v juvenilnych Stadiach H. contortus sa zistili ich
znacné¢ rozdiely, ¢o naznacuje rozli¢na tlohu jednotlivych UGT v priebehu Zivotného
cyklu Cerva. Schopnost’ tychto $tadii rezistentnych kmetnov vo vys$Sej miere oxidovat’
a glykosidovat’ anthelmintikum ABZ, podobne ako u dospelych cervov, podporuje

prepojenie metabolizmu a anthelmintickej rezistencie v H. contortus.

Vystavenie H. contotus rezidudlnym koncentraciam anthelmintika ABZ v pastve
nakazenych oviec malo za nasledok zvySenie urovne transkripcie niektorych CYP
a UGT génov s naslednym miernym zvySenim biotransformacie ABZ. Tieto vysledky
nasved€uju tomu, Ze cirkuldcia ABZ v prostredi napoméha k zlepSovaniu dispozicii

H.contortus deaktivovat’ dané anthelmintikum.



¢ Cielena indukcia UGT dospelych ¢ervov ABZ ex vivo sa vyrazne neprejavila na urovni
génu, avSak bola pozorovand zvysend produkcia metabolitov ABZ, pricom indukcia
latkou PHB, ktora nema anthelminticky ucinok, neovplyvnila metabolizmus ABZ.
S cielom prehibit’ efekt ABZ na dospelé ¢ervy boli testované inhibitory aktivity UGT
enzymov. Vysledky odhalili SP ako potencidlny inhibitor ABZ glykosidacie. Tieto
informécie by mohli byt vyuzité pri zostavovani kombinac¢nej terapie alebo v d’alSom

vyskume.
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albendazol-sulfoxid
albendazol-sulfon
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Inbred Resitance Edinburgh, rezistentny kmen H.contortus
ivermektin
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uridindifosfat

UDP-glykosyltransferasy
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