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Nazev: Uloha UDP-glykosyltransferas vo vyvoji liekovej rezistencie u parazitickych hlistovcov

Zakladni parametry prace: jazyk prace — slovenstina, 56 str. (Cast bez pfiloZzenych publikaci 62 str.), 103
citaci, 7! publikaci (3 spoluautorské a 3 prvoautorské - ztoho 2 v recenznim fizeni, + 1 spoluautorska
publikace nevztahujici se k tématu disertacni prace).

PredloZend disertacni prace navazuje na dlouhodoby vyzkum skupiny kolem prof. RNDr. Lenky Skalové,
Ph.D. i skolitelky doc. Ing. Petry Matouskové, Ph.D. (Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci
Kralové, Katedra biochemickych véd) zaméreny na vyzkum mechanism vzniku rezistence na xenobiotika.

Védecky zabér vyzkumného tymu na katedre biochemickych véd aktudlné zahrnuje zejména problematiku
efektu, toxicity a procesu biotransformace ucinnych latek — anthelmintik, mechanismy vzniku a rozvoje
anthelmintické rezistence u parazitickych hlistic a osud anthelmintik v Zivotnim prostredi.

Vtéto oblasti disertatni prace pfindsi zajimavé dosud nepublikované informace o UDP-
glykosyltransferasdch (prfedevsim v systému Haemonchus contortus - preivykavec), pravé ve vztahu
k anthelmintikim (pfedevsim benzimidazolovym), pfiéemz ziskané poznatky mohou mit potencialni vyuziti
ve veterindrni mediciné.

O aktualnosti a relevanci tohoto realizovaného vyzkumu u aktivni, pravidelné publikujici vyzkumné skupiny
nepochybuiji!

Uvod (celkem 1 str.):

Autorka velmi strucné zasazuje Ustfedni téma prace do kontextu helmintologie, terapie a rezistence
k anthelmintikim s akcentovanim predpokladu, Ze UDP-glykosyltransferasy v procesu vzniku
anthelmintické rezistence mohou sehravat zasadni roli.

Literarni prehled (celkem 21 str.):
Literarni prehled je rozdélen do dvou rozsahlych kapitol Gastrointestindlne hlistovce (nematody)
preZuvavcov a Biotransformacia anthelmintik.

Kapitola Gastrointestinalne hlistovce (nematody) prezivavcov (str. 8-20):

Vramci literarniho prehledu vtéto casti autorka struéné zminuje nejzavazinéjsi parazitické hlistice
prezvykavcl a seznamuje Ctenare s jejich zakladni biologii, véetné experimentalniho organismu zahrnutého
do disertacni prace — Haemonchus contortus, kde se podrobnéji vénuje i diagnostice a terapii
haemonchdzy. Dalsi podkapitoly této casti jsou orientovany na anthelmintickou rezistenci - mechanismy
vzniku a diagnostiku anthelmintické rezistence. BohuZel pouze kratkd stat se vénuje prevenci vzniku
anthelmintické rezistence (5 ¥. na str. 20).



Nedostatky:

Str. 8-9: Néktera vyjadieni bez uvedeni dalsich detailll vyznivaji az pfilis banalné: ,Gastrointestindlne (Gl)
nematody spésobuju jedno z najzdvaZnejSich ochoreni preZuvavcov.”, ,Riziko prenosu parazitov _medzi
hospoddrskymi zvieratami a volne Zijucimi zvieratami v oboch smeroch je redukované sledovanim Zivotnych
biorytmov, requlovanim volne Zijucich zvierat polovnikmi _a okrem toho je ovplyvnené komplexnymi
interakciami medzi biotopom, klimatickymi podmienkami, najmd teplotou a vihkostou [1, 2].“

,Environmentdine faktory = typ vegetdcie, rocné obdobie, pocasie a podnebie.”

Obrazek 1: chybi méfitko.

Obrazek 3: chybi popis obrazku, legenda.

Str. 12: Uvedeni zékladnich diagnostickych metod v obecné roviné bez dalSiho vysvétleni praci podle mého
nazoru nijak neobohacuje: , FEC (Fecal eqq counts)- test pocitania vajicok vo vykaloch hostitela. LC (larval
culture)- kultivdcie vykalov k rozliSovaniu jednotlivych lariev nematod. Post-mortem vysetrenie - dokdzanie
dospelého vyvojového Stddia parazita. Molekuldrne metddy diagnostiky = identifikdcia jednotlivych druhov
pomocou_genetickych markerov v _jadrovej ribozomdlnej DNA prostrednictvom PCR a jeho modifikdciami
predstavuje efektivny spésob diagnostiky s nutnostou pristrojového vybavenia. multiplex-tamden PCR [14] —
rozliseni viacerych druhov _nematod pomocou sady primerov Specifické pre jednotlivé druhy oznacené
sondami. LAMP [15] — modifikdcia konvencnej PCR, izotermickd kvantifikdcia DNA. ddPCR (droplet digital
PCR) [16] — metdda vyuZivajuca mikrofluidny Cip s moZnostou identifikdcie a absolutnej kvantifikdcie DNA
viacerych druhov nematod. “

Str. 15: | zde: ,Pastviny = rozdelenim pastvin na _mensie plochy sa dobytok na niekolko dni aZ tyZdriov
sustredi na_mensej ploche pastvin a potom presunie na inu ¢ast s cielom minimalizovat prijem infekénych
lariev nematod a zabranit nadmernej kontamindcii pastvin.”

Str. 18: Toto vyjadreni z mého pohledu neni presné: ,Farmakokineticky nespecificky sprostredkované
mechanizmy zahrriuju zmeny hladiny enzymov zapojenych do metabolizmu alebo transportu lieCiva a
ndsledne tak moduluju koncentrdciu lieCiva, ktoré dosiahne cielové miesto na receptore. Mechanizmy zmeny
koncentrdcie ucinného lieciva sa niekedy oznaluju ako nespecifické, pretoZe mézu ovplyvnit liecivd z réznych
tried chemickych Idtok a spdsobov uéinku [37, 43].“

Otdzky:

Str.8: Celd kapitola zacina vétou: ,,Gastrointestindine (Gl) nematody spésobuju jedno z najzdvaznejsich
ochoreni preZuvavcov.“ Jaké prosim?

Tabulka 1: ,NajvyznamnejSie druhy gastrointestindlnych nematod preZuvavcov.” Mohla by autorka
negativni vyznam téchto druhll zhodnotit vsouvislosti snakazami malych preivykavch v
celosvétovém/evropském méfiku.

Str. 13: Kapitola 2.2. Lécba haemonchdzy pfinasi smysluplny prehled, napt. tabulka 2. Proti jakym
konkrétnim druhlim GIN se vyuZiva Derquantel?

Str. 15: Jsou znamy rezistence GIN k monepantel?

Str. 16: Jaké vakciny (jakého typu) jsou aktualné pouzivané proti GIN (jakych druht)?

Str. 18: Toto vyjadreni z mého pohledu neni presné: ,Farmakokineticky nespecificky sprostredkované
mechanizmy zahrriuji zmeny hladiny enzymov zapojenych do metabolizmu alebo transportu lieCiva a
ndsledne tak moduluju koncentrdciu lieciva, ktoré dosiahne cielové miesto na receptore. Mechanizmy zmeny
koncentrdcie ucinného lieCiva sa niekedy oznacuju ako nespecifické, pretoZze mézu ovplyvnit lieCiva z r6znych
tried chemickych ldtok a spésobov ucinku [37, 43].“ Nespecifické mechanismy zodpovédné za vznik
anhelmintické rezistence souvisi tedy s hladinou enzymd, a ta souvisi s ¢im? Vyjadfeni ...“mechanismus
zmény koncentrace léciva...“ nerozumim.

Str. 20: ,,molekuldrne testy = vzhladom k tomu, Ze rezistencia md geneticky zdklad, vyuZitie molekuldrnych
technoldgii na identifikdciu rezistentnych alel je najspolahlivejSia metdda rozlisenia jednotlivych citlivych a
rezistentnych populdcii nematod. Avsak, Specifickost reagencii pouZivanych pre tieto ucely spolocne s
pristrojovymi ndkladmi obmedzuju ich pouZitie v rutinnej diagnostike [50]. oznacuju ako nespecifické,
pretoZze mézu ovplyvnit lieCiva z réznych tried chemickych Idtok a spbsobov ucinku [37, 43].“ Jaké jsou
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aktualni poznatky o molekularnim zakladu vzniku rezistence a jaky postup k jejimu odhalovani byste
doporucovala?

Kapitola Biotransformacia anthelmintik (str. 21-28):

V ramci literarniho prehledu souvisejiciho s touto kapitolou se autorka vénuje podstaté biotransformace
anthelmintik zalozené na detoxifikacnich/biotransformacnich enzymech, rozdélena a charakterizovana
typicky ve dvou fazich — Faze I. a Il. Na poslednich ¢tyrech strandch literarniho prehledu se autorka vénuje
problematice UDP-glykosyltransferas (UGT). Tuto kapitolu povaZuji vramci celé priace za nejlépe
zpracovanou, jsou uvedeny konkrétni informace a text této kapitoly ma logickou strukturu.

Nedostatky:

Str. 21-22: Uvadim na pfikladu urcité nedokonalosti, pfedevsim obecnosti bez vysvétleni v nékterych
pasazich textu. , Oxidacné reakcie uskutocriuje hlavne nadrodina enzymov cytochrom P450 (CYP). Avsak na
tvorbe oxidacnych metabolitov sa podielaju aj flavin-monooxigenasy (FMO), alkohol- a aldehyd-
dehydrogenasy, monoaminooxigenasy a dalSie antioxidacné enzymy. Velké mnoZstvo tychto enzymov bolo
ndjdenych v_gendmoch réznych druhov helmintov [53, 54], pricom ich expresia je ovplyvnend vyvojovym
Stddiom helminta [66] a mbZe byt indukovand pritomnostou anthelmintik [61].” Ocenil bych nap¥. konkrétni
pfiklady biotransformace konkrétnich anthelmintik, véetné nazornych schémat.

Str. 23: Nekontextualni uvedeni Fasciola hepatica: ,,Metabolizmus anthelmintik je pozorovany aj u inych
kmerioch helmintov. Trematoda F. hepatica viastni mensSie mnoZstvo CYP génov ako nematoda H.contortus
[72], avsak tieZ u nej prebieha oxiddcia triklabendazolu vo zvysenej miere v rezistentnych kmerioch [73].“

,Okrem toho, aldo-ketoreduktasy a dehydrogenasy/redukasy s krdatkym alebo stredne dlhym retazcom
katalyzuju redukciu xenobiotik. Ich deaktivacny ucinok zabrariuje toxickému pbésobeniu aldehydov a

ketdnov a zdroveri napomdha k mareniu ucinku niektorych anthelmintik [54]. Konkrétne u H.contortus bola
skumand redukcia flubendazolu [78] a u F. hepatica zase redukcia triklabendazolu [79] v _spojitosti s
anthelmintickou rezistenciou. ”

Str. 24: Nekontextualni, pro mne nesrozumitelné, zkratkovité: ,Konjugacné reakcie su v porovnani s 1.
fdzou biotransformdcie Studované u helmintov menej, aj ked’ v gendme réznych helmintov boli transferasy
identifikované [53, 54]. Glutathion-S-transferasa (GST) je preto dalsim enzymom zapojenym do rezistencie
metabolizmu anthelmintik.

,TaktieZ zastava Ulohu v imunitnych reakciach medzi hostitelom a helmintom, ¢o sa vyuzZiva pri tvorbe

vakcin [53].“

»Pre 2. fdzu biotransformdcie lieciv u helmintov ma vyznam aj konjugdcia s glykosidmi. H. contortus takto
metabolizuje anthelmintika albendazol, flubendazol na N- a O-glykosidy vo zvysenej miere v rezistentnych
kmerioch [54, 68], pricom rovnaké metabolity boli pozorované aj u C. elegans [69]. Produkcia glykosidovych
metabolitov benzimidazolov v C. elegans bola taktieZ zniZzend v pritomnosti inhibitoru chryzinu. Navyse, ako
krok k identifikdcii enzymov potencidlne zodpovednych za biotransformdciu benzimidazolov bola
charakterizovand transkripénd odpoved UGT génov na pritomnost lieCiva, ¢o poukdzalo na indukciu
niektorych z nich [82].“

Otdzky:

Str. 25: ,Podla pritomnosti zmeny konfigurdcie na anomernom uhliku v molekule hexdzy pocas reakcie
méZeme GT klasifikovat ako inverzné (inverting) alebo rentencné (retaining).” Hoci tieto katalytické
mechanizmy reakcie su mozné, viac Studovany a charakterizovany je inverzny mechanizmus.“ Jaky je
v téchto mechanismech rozdil?

Str. 26: Je zndma variabilita UDP-glykosyltransferas na trovni primarni nukleotidové sekvence mezi
jednotlivymi GIN? Jaka?

Str. 28: ,Dalsie insekticidy, cypermetrin, phoxim a chlorfenapyr, zase indukovali expresiu Styroch UGT v
parazitickych osdch Meteorus pulchricornis [97]. Jednym z ndslednych testov pomdhajucim pri overeni



funkcie vybranych UGT v metabolizme lieciv je utlmenie génov prejavujucou sa uplnou inhibiciou syntézy
danej UGT a zvycajne vedie k zvysenej umrtnosti rezistentnych kmeriov po podani lie¢iv s réznymi
chemickymi Strukturami.” Bylo by realné vyuZiti néjakého inhibitoru exprese UGT podavaného soucasné
s léC¢ivem, viz i vysledky publikace 5.6.?

Cile (celkem 1 str.):
Stru¢né a jasné definovany.

Vysledky a diskuze (celkem 10 str.):
Tuto Cast prace povazuji za zdafilou. Autorka vidy uvadi publikaci, ke které je dand cast vysledkl

dedikovana a stru¢né shrnuje hlavni vystupy dané publikace.

Otdzky:

Str. 30-31: 5.1. Metabolizmus vybranych benzimidazolov v dospelych ¢ervoch H.contortus.

,Porovnanie metabolickych drdh ABZ, RCB (ABZSO) a FLU medzi kmeriom ISE a IRE overilo, Ze dospelé cervy
rezistentného kmeria IRE mali vécsiu schopnost deaktivovat anthemintika ako citlivého kmeria ISE a navyse
niektoré metabolity boli identifikované vyluéne v kmeni IRE. Najzdsadnejsie rozdiely boli pozorované medzi
samicami oboch kmeriov.” ProC nejsou MS metody zahrnuty v literarnim prehledu jako diagnosticky
nastroj rezistence?

Str. 32-33: 5.2. Rodina UDP-glykosyltransferas v H. contortus
LIndukcia UGT génov v rezistentnych kmerioch méZe mat nejednoznacny pévod, ale podporuje predpoklad

zapojenia tychto UGT do biotransformdcie benzimidazolovych anthelmintik.” Pro€ nejednoznacny?

Str. 36-37: 5.4. Vplyv environmentdlnej cirkulacie anhelmintika albendazolu na H. contortus

JAj ked' rozdiely boli signifikantné, neboli velké a je preto potreba brat do uvahy, Ze kontakt s ABZ a jeho
metabolitmi v pastve bol len na obmedzeny cas, zatial’ ¢o pasuce sa zvieratd sa mézZu opakovane Zivit
rastlinami s ABZ metabolitmi po dlhu dobu.” Byly publikovany jiné studie, kde byly zaznamendny
signifikantni rozdily mezi kontrolnimi skupinou a skupinou z pastviny s rezidui anthelmintik?

Zavér (celkem 2 str.):
Shrnuti vysledk( prace je struéné a srozumitelné.

Podil autorky na publikacich zahrnutych do disertacni prace (celkem 2 str.):
Dékuiji za tento pfehled. Jsem si jist, Ze mnoZstvi metodickych pFistupl zvladnutych autorkou je enormni.

PredloZend prace je primdrné zaméfena na studium molekuldrni podstaty anthelmintické rezistence u
parazitickych gastrointestinalnich nematod, predevSsim u experimentalniho organismu Haemonchus
contorus. V praci jsou definovany nékteré z aspektl pfispivajicich k rozvoji rezistence, napf. schopnost
parazitl inaktivovat anthelmintika prostfednictvim jejich metabolismu, ktery je zajistén
biotransformacnimi enzymy, v€etné primarné zkoumanych UDP-glykosyltranferas.

Jako zasadni negativum prace vnimam literarni prehled, zejména casti kapitol 2 a 3. Néktera mista téchto
kapitol trpi znacnou ztratou logiky toku textu a poklesem jeho kontextuality, viz vyse uvedené ptiklady.

Prace je zaloZena na vysledcich shrnutych v 6 publikacich (3 spoluautorské a 3 prvoautorské - z toho 2
v recenznim Fizeni), které byly otitény v kvalitnich ¢asopisech, napf. prvoautorska prace DIMUNOVA, D.,
MATOUSKOVA, P., NAVRATILOVA, M., NGUYEN, L. T., AMBROZ, M., VOKRAL, I., 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!

Vytyéenych cili bylo dosazeno. Mgr. Diana Dimunova béhem studia evidentné prokazala nejen znaénou
erudici v molekularni biologii, ale i orientaci v tématech jako biotransformace xenobiotik a anthelmiticka
resistence. Soucasné je podle mého nazoru zfejmé, Ze studentka nema problém formulovat hypotézy a
ziskavat relevantni odpovédi na zdkladé provedené experimentalni prace.

Domnivam se tedy, Ze i pres uvedené vytky prace spliuje podminky kladené na disertacni praci, a proto ji
doporucuji k obhajobé.

Brno 12.6.2021 RNDr. Martin Kasny, Ph.D.



