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Abstrakt
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Kandidat: Bc. Martina Salvova

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

Nazev diplomové prace: Zmény v metabolismu flubendazolu béhem Zivotniho cyklu

hlistice

Hlistice vlasovka slezova je infekénim patogenem zptisobujicim gastrointestinalni
haemonchézu prezvykavcet. Svij zivotni cyklus mé rozdélen do stadia vajicek, larev (faze
L1, L2 a L3) a dospélého jedince. Haemonchdza je Casté a velmi rozsifené onemocnéni

hospodatskych zvitat, které celosvétove plisobi znaéné ekonomické ztraty.

Jelikoz je 1écba haemonchdzy pievazné zalozena na farmakoterapii pomoci
anthelmintik, narGstajici 1ékova rezistence vlasovky slezové vicéi témto 1é¢iviim
ptedstavuje velky problém. Proto je v poptedi védeckého zajmu studium mechanismit
vyvoje lékové rezistence u tohoto parazita. Jednim z mechanisml rezistence mize
byt 1 zvySena schopnost deaktivace anthelmintika. V piipadé¢ benzimidazolového
anthelmintika flubendazolu dochdzi k deaktivaci redukci karbonylové skupiny pomoci
enzymu aldo-ketoreduktaz a dehydrogenéaz/reduktaz s kratkym fetézcem. Redukei vznika
metabolit flubendazolu se sniZzenym anthelmintickym tc¢inkem a hlistice se tak chrani

pfed G¢inkem anthelmintika.

Cilem této diplomové prace bylo sledovani redukce flubendazolu u vajicek, larev
L1 a dospélych jedincii vlasovky slezové kmene ISE (citlivého vii¢i anthelmintikim)
a kmene IRE (rezistentniho vicéi benzimidazolovym anthelmintikim). Pfi pfipravé
vzorku pfed analyzou byla pouzita metoda extrakce na pevnou fazi. Redukovany

flubendazol se stanovoval pomoci HPLC analyzy s hmotnostni detekeci.

Pochopeni schopnosti vyvojovych stadii deaktivovat flubendazol mulze dale

pomahat v boji proti anthelmintické rezistenci.



Abstract

Charles University
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Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Title of diploma thesis: The changes in flubendazole metabolism during life cycle of

nematode

The nematode barber’s pole worm (Haemonchus contortus) is an infectious
pathogen that causes gastrointestinal haemonchosis in ruminants. Its life cycle consists
of egg, larval (L1, L2 and L3) and adult stages. Haemonchosis is a common

and widespread disease of farm animals, which causes significant global economic losses.

Whereas the treatment of haemonchosis is mainly based on pharmacotherapy
using anthelmintics, the increasing drug resistance of barber’s pole worm to these drugs
is a big problem. Hence, the study of the mechanisms of the development of drug
resistance in this parasite is in the foreground of scientific interest. One of the mechanisms
of resistance may be an increased ability to deactivate the anthelmintics. In the case
of the benzimidazole anthelmintic flubendazole, deactivation is based on a reduction
of the carbonyl group by the enzymes aldo-ketoreductases and short-chain
dehydrogenases/reductases. The metabolite with decreased anthelmintic efficacy
i1s produced by the reduction of flubendazole, and in this way, nematodes protect

themselves against the toxic effect of anthelmintic.

The aim of this study was to monitor the reduction of flubendazole in eggs,
L1 larvae and adults of barber’s pole worm of strain ISE (susceptible to anthelmintics)
and strain IRE (resistant to benzimidazole anthelmintics). A solid phase extraction
method was used for sample preparation before the analysis. Reduced flubendazole was

quantified by HPLC analysis with mass spectrometric detection.

Understanding the abilities of development stages to inactivate flubendazole may

help in the fight against anthelmintic resistance.
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1. Uvod

Hlistice Haemonchus contortus (vlasovka slezovd) je helmint parazitujici
v gastrointestindlnim traktu malych pfezvykavch. Zplsobuje onemocnéni zvané
haemonchdza a napadena zvifata trpi anémii a celkovym neprospivam. V mnoha
piipadech dochézi az ke smrti pifezvykavceli. Haemonchodza je velmi Casta a rozsifena
nemoc, ktera zptisobuje zna¢né ekonomické ztraty. Jeji 1éc¢ba je zalozena na podavani
anthelmintik. Jednou ze skupin anthelmintik jsou benzimidazoly, do kterych patii také

flubendazol (FLU).

V soucasné dob¢ bohuzel dochazi k nariistajici rezistenci vlasovky slezové
k benzimidazolovym anthelmintikiim, coz ptedstavuje velky problém v terapii. Jednim
z moznych mechanismi rezistence vlasovky slezové je zvySeni deaktivace anthelmintik
jejich biotransformaci. V ptipadé FLU je hlistice schopna redukovat toto 1é¢ivo pomoci
enzymu aldo-ketoreduktdz (AKR) a dehydrogenéz/reduktaz s kratkym fetézcem (SDR)

na mén¢ ucinny metabolit, a tim se chranit ped anthelmintickym uc¢inkem.

V experimentalni Casti této prace byly vzorky vajicek, larev L1 a dospélych
jedincti vlasovky slezové inkubovany s FLU. Nasledné¢ probihala homogenizace
a extrakce na pevnou fazi (SPE). Vzorky byly poté analyzovany pomoci
HPLC-MS/MS a bylo zjisténo mnozstvi redukovaného flubendazolu (FLU-R)
a parentniho 1é¢iva FLU. Vysledky byly vyjadfeny jako pomér FLU-R ku FLU a byly

vztazeny na 1 mg proteinu.



2. Cil prace

Zadmérem této diplomové prace bylo studovat redukci anthelmintika FLU

u jednotlivych vyvojovych stadii hlistice Haemonchus contortus kmene citlivého

na anthelmintika (ISE) a kmene rezistentniho na benzimidazolova anthelmintika (IRE).

Dil¢imi cili bylo:

Ziskat vajicka, L1 larvy a dospé€lce H. contortus kmene ISE a IRE.

Inkubovat vajicka, L1 larvy a dospélce se tfemi riznymi koncentracemi FLU.
Stanovit mnozstvi FLU a FLU-R ve vzorcich pomoci HPLC-MS/MS.
Porovnat schopnost jednotlivych vyvojovych stadii redukovat FLU.

Porovnat schopnost kmene ISE a IRE redukovat FLU.



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Haemonchus contortus

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus), patii mezi nejvyznamnéjsi parazity
gastrointestinalniho traktu hospodatskych zvitat, zejména ovci a koz. Jedna se o helminta
ze ttidy hlistic (Nematoda), kmene oblovct (Nemathelminthes). Druhym kmenem
helmintd jsou plosténci (Plathelminthes), mezi které patii motolice a tasemnice

(Cermakova et al., 2009).

Vlasovka slezova je Cerv vlaskovitého tvaru. Samci jsou morfologicky mensi
nez samicky, dosahuji cca 2 cm, samicky 3 cm. V hlavové ¢asti maji ob¢ pohlavi kyjovity
zub, prostfednictvim kterého narusuji cévy svého hostitele. Samci maji v ocasové Casti
téla vyvinutu kopulacni bursu obsahujici spikuly. Samicky maji vulvu ptekrytou chlopni,

do které pti kopulaci samci zasunuji své spikuly (JuraSek a Dubinsky, 1993).

3.1.1 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus vlasovky slezové je piimy, bez mezihostitele a 1ze jej rozdélit
na dvé faze: infekéni uvniti hostitele a volné Zzijici mimo hostitele. Dospéli jedinci
prezivaji ve Ctvrtém zaludku traviciho ustroji ptezvykavcil, v tzv. abomasu (slezu).
Zde dochazi ke kopulaci mezi samickami a samecky. Samicka denné vyprodukuje

5 000-10 000 vajicek, které se trusem hostitele dostavaji do okolniho prostiedi.

Z vajicek se do 42 hodin ve vngj$im prostedi vyvinou larvy vyvojového stadia
L1. Poté dochazi ke svléknuti kutikuly a vznikaji tak larvy L2. Larvy L1 1 L2
jsou nepatogenni a zivi se bakteriemi vnéjSiho prostiedi. Velky vliv na vyvoj téchto volné

cey

zZijicich larev maji podminky okolniho prosttedi.

Larvy L2 vytvafeji dale novou vrstvu kutikuly, pfitom tu plvodni si nadéle
nechavaji. Plivodni vrstva slouZzi jako ochrana proti mrazu. Vznikaji tak larvy L3, které
jsou jiz infekéni. Hostitel pozie L3 s rostlinnou potravou a larvy L3 se dostavaji
do gastrointestindlniho traktu, kde opét dozravaji v dospélce a mnozi se. Cyklus (obr. 1)

se dale opakuje (Jurasek a Dubinsky, 1993).
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Jak jiz bylo feceno, podminky okolniho prostfedi maji vyznamny vliv na vyvoj
vlasovky slezové. Volné 7zijici stddia jsou ovliviiovdna ménicimi se fyzikalné-
chemickymi podminkami a dulezitou roli hraje teplota, vlhkost, parcialni tlak kysliku
1 oxidu uhli¢itého a hodnota pH (Kd&hler, 2006). Vlhkost musi byt dostate¢na (80-100 %),
idedlni teplota okolniho prostiedi je vrozmezi 18-26 °C, vyskyt vlasovek je tedy
nejhojnéjsi v tropickém a subtropickém podnebném pasu. V mirném pasu
zaznamenavame obdobi pieruseného vyvoje vlasovky slezové diky nizSim teplotam

(Emery, et al., 2016).

Dospélci zijici v travicim traktu hostitele maji dostatecny pfisun zivin, avSak
pfitomnost kysliku je zde velmi omezend, nastdvaji az anoxické podminky. Naopak
koncentrace oxidu uhli¢itého je v travicim traktu vysoka a vysoce ovliviiuje metabolické
dréhy a lihnuti larev (Kohler, 2006). Haemonchus contortus je také velice odolny vuci
zménam pH, jelikoz v predni Casti traviciho traktu pfevlada zésaditéjsi pH (az 9),

v abomasu je naopak pH kyselé v rozmezi 1-6 (Harder, 2016).

Larvy se vyviji do
dospélych jedincti v
gastrointestinalnim traktu

zvifete

Infek¢ni L3 se dostavaji
potravou do
gastrointestinalniho traktu
zviiete

Samicky kladou vajicka.
kterd spoleéné s trusem
o odchazeji do vnéjsiho
© prostiedi

Tteti larvalni stadium Druhé larvalni stadium
(L3) (L2)

Larvy se dostévaji do \ :
potravy zvifete T @;);:::'_?w

S g

Wt Prvni larvalni stadium
@y

Y
ALy
““'4:‘ =

Obrazek 1: Schéma vyvojového cyklu vlasovky slezové
(prevzato z: https://www.farmhealthfirst.com/disease-solution/gastrointestinal-worms-in-sheep)
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Me¢énici se podminky vnéjsiho prostfedi vyzaduji adaptaci organismu, ke které
dochdzi diky zméndm v energetickém metabolismu. Mezi vajicky, larvalnimi stadii
L1-L3 a dospé€lci se vyskytuji vyznamné zmény v genové transkripci pro riazné enzymy

(Laing, et al., 2013).

Vajicka vlasovky slezové nepftijimaji zadnou potravu z vn¢jSiho prostiedi, jejich
zdroj energie je tedy pouze endogenni, vznikly z pfedchozich stadii parazitarniho vyvoje.
U vajicek dochazi ke zvyseni transkripce genti spojenych s apoptézou, replikaci DNA

a celkové s té€lesnou morfogenezi a vyvojem (Laing et al., 2013).

Pti vyvoji vajicek do larvalniho stadia L1 lze pozorovat celkové zvySeni
transkripce geni pro morfogenezi. Piechod L1 kL3 je charakteristicky snizenou
transkripci genti pro celkovy energeticky metabolismus sacharidi i lipidd. Dochazi
ale také ke zvySeni transkripce pro urcité geny, a to geny spojené s transportem kysliku,
vazbou hemu a vznikem kobalaminu. Kobalamin se dile uklddd a je vyuZivan
L3 pro rychlejsi vyvoj do dospélého jedince. Je také zvySena aktivita cytochromu P450
(CYP), coz je vysvétlovano zvysSenou potiebou larev detoxikovat xenobiotika (Laing
et al., 2013). Obecn¢ lze fici, ze larvy vyuzivaji aerobniho metabolismu a jsou schopny

degradovat sacharidy prostfednictvim citratového cyklu (Harder, 2016).

Ptechod larev do stadia dospélce je doprovdzen zménami, charakteristickymi
pro dané pohlavi. U samicek dochdzi ke zvySeni transkripce genl spojenych
s embryogenezi, vznikem oocytl a vaji¢ek. Naopak u samcl dochdzi ke snizeni
transkripce genti spojenych s morfogenezi téla. Samecci jsou tak mensiho vzristu
nez samicky a celkové jsou méné metabolicky aktivni. Dochdzi u nich vSak ke zvySené
transkripci gentli pro proteiny spermii. U obou pohlavi piedstavuje stfevo hlavni organ
trdveni a detoxikace, proto zde dochdzi ke zvySeni transkripce genli kddujicich
detoxikac¢ni proteiny, genil spojenych s transportem kationtll i aniontd a také aktivitou

(Laing et al., 2013; Harder, 2016).

Jako vétSina parazith také dospélci vlasovky slezové jsou zavislé na svém hostiteli
(Kohler, 2006). Hlavnim zdrojem energie piedstavuji sacharidy z krve hostitele, které
podléhaji anaerobni glykolyze (Harder, 2016). OvSem v piipadé¢ nedostatku Zivin

z hostitele, dokazou dospélci degradovat glykogen a ziskat tak zdroj energie.
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Energie ziskand anaerobnim metabolismem sacharidii u dospélct je vyuzivana
zejména na produkci vajicek samiCkami a také na regulaci nervosvalového systému obou
pohlavi (Kohler, 2006). Principem dobfe fungujiciho nervosvalového systému je pfenos
neurotransmitert z presynaptickych vezikul na postsynaptické receptory (Dalliere et al.,
2015). Klicovou roli v transportu presynaptickych vezikul hraji mikrotubuly, a-tubulin
a P-tubulin. Pravé B-tubulin byl zaznamendn jako hlavni cil pro benzimidazolova
anthelmintika (Harder, 2002). Dal$im cilem anthelmintik piedstavuje také véapnikem
aktivovany draslikovy kanal, ktery se podili na inhibici pfenosu nervosvalového signalu

(Dalliere et al., 2015).

3.1.2 Haemonchéza

Haemonchoza je onemocnéni zplisobené vlasovkou slezovou, ktera je povazovana
za jednoho z nejvice patogennich paraziti malych pfezvykavci (Harder 2016). Vzhledem
k tomu, Ze je H. contortus hematofag, hlavnim pfiznakem haemonchézy je anémie
hostitele, kterd je patrnd po 10-12 dnech od infekce (Dargie, Allonby, 1975).
Haemonchoza predstavuje Castou pficinu imrti zejména mladych jehnat, jelikoz ta jeste
nemaji natolik vyvinutou imunitu vii¢i helmintim (Besier et al., 2016). DalSim ptiznakem
tohoto onemocnéni je hypoproteinémie a sni souvisejici edém. Vykaly hostitele
jsou typicky pevné, mohou byt tmavé kvili meléné, ale nedochazi k prijmu. Ten miize
byt pfitomen sekundarné pti vyskytu dalSiho onemocnéni zpisobené jinymi hlisticemi
(Eysker, Ogunsusi, 1980). Typické pro toto onemocnéni je také bledost dasni a spojivek,
ubytek vahy, snizeni produkce viny a mléka ovci a také celkové neprospivani, coz vede

k ekonomickym ztratam (Crilly et al., 2020).

Zavaznost onemocnéni silné zavisi na po¢tu dospélych jedinct H. contortus v téle
hostitele (Le Jambre, 1995). Byl také prokéazan velky vliv potravy, kdy doslo k velkému
rozdilu odolnosti zvitete vi¢i H. contortus. Byla pozorovana dvé stada ovci, jedno stado
dostavalo stravu velmi chudou na bilkoviny, a naopak druhému stadu byly podavany
dopliiky stravy. U stdda s nekvalitni potravou dochazelo k velmi rychlejsi progresi

haemonchézy (Nnadi ef al., 2009).

Onemocnéni mizeme dle Dargieho a Allonbyho (1975) rozdélit na tfi stadia:
hyperakutni, akutni a chronické. Hyperakutni forma je relativné vzacna bez patrnych

ptedchozich ptiznakli, které by upozornili chovatele. Je také cCasto doprovazena
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hemoragickou gastritidou. Akutni formu mlzeme dale rozliSit na tfi stadia progrese
anémie. Nejdiive dochézi k pocatecni ztraté krve. Poté diky kompenzacni erytropoéze
nastava relativni zotaveni hostitele ovSem pouze do doby vyCerpani zasobniho Zeleza.
Po vycCerpani zasob nastava finalni faze kone¢né anémie. Chronicka forma haemonchézy
je charakteristickd mensi, ale pfetrvavajici infekci. Projevi se zejména pii oslabeni
imunitniho systému hostitele, ¢i také pii Spatné nutrici. Chronickd forma je typicka
zejména pro mirny podnebny pas kvili chladnéj$i teploté okolniho prostiedi (Besier

et al., 2016; Dargie a Allonby, 1975).

3.1.3 Terapie a prevence haemonchdzy

Infekce zplisobené parazitickymi hlisticemi piedstavuji celosvétovy problém
a jejich komplexni terapie je zaloZena na kombinaci anthelmintik s nefarmakologickymi
postupy. Mezi tyto postupy patfi napfiklad fizeni a kontrola kontaminace pastvin,
¢imz dochazi k zabranéni pozieni larev hostitelem (Besier et al., 2016) a dostate¢na,
kvalitni vyziva, protoze zvife s lepsi télesnou kondici prokazuje vyssi odolnost vici
nakaze H. contortus (Macarthur, 2013). Dal§i moznosti podpory léCby je vyuziti
rostlinnych pfipravki, které maji anthelmintické Uc¢inky. Mezi takové rostliny patii
napft. pelynék (Irum et al., 2015). Taniny, coz jsou sekundarni metabolity rostlin ¢eledi
ruzovitych, bobovitych, bukovitych a dalSich, prokézaly také anthelmintické ucinky

(Williams et al., 2014).

Dal$im nastrojem v boji proti haemonchoze je vakcinace. V soucasné dobé
se podafilo identifikovat rizné antigeny H. contortus, které se zdaji byt vhodné pro vyvoj
ucinné vakciny. Existuje komeréné¢ dostupnd vakcina Barbervax®, licencovana
v Australii pro pouZiti na ovcich, ktera obsahuje dva skryté antigeny H11 a komplex
H-gal-GP. Tato vakcina mé& velmi dobrou ucinnost, jeji vyroba je vSak ndrocna
a je potieba opakovanych davek, proto se zacala pozornost vénovat spiSe rekombinantnim
vakcindm. Mezi vyhody téchto vakcin je jejich stabilita v Sirokém rozsahu teplot
a levnéjsi vyroba. OvSem spolecné s niz§imi naklady se také ukazala jejich nizsi t€innost.
Nejnovejsi nastroj slibné vakcinace predstavuji DNA vakciny, které jsou schopny vyvolat

Sirsi rozsah imunitnich reakci (Adduci et al., 2022).

Nicméné dosud nejcastéjsi zpiisob terapie haemonchdzy piedstavuje podavani

anthelmintik. Anthelmintika jsou léciva ptlisobici proti parazitickym cervim. Jedna
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se prevazné o léCiva syntetického, ¢i biosyntetického ptvodu. Podle pulsobeni
je lze rozdélit na antinematoda (léCiva proti hlisticim), anticestoda (proti tasemnicim)
a antitrematoda (proti motolicim). Néktera anthelmintika vSak mohou uc¢inkovat soucasné
proti vice tfidam cervl (Dobsikova et al., 2012). U anthelmintik je velmi dilezité
dodrzovat déavkovaci schéma, jelikoz pfi poddavkovani nemusi mit anthelmintik
slibovanou terapeutickou uUc¢innost a také muize vést k rozvoji rezistence. Naopak
predavkovani Casto vede k toxicité 1éCiv (Vercruysse a Claerebout, 2014). Existuje
nekolik skupin anthelmintik s odliSnym mechanismem tc¢inku, v nasledujicim textu jsou
popsany pouze vybrané skupiny téchto 1é¢iv. Nejznaméjsi skupina anthelmintik,

benzimidazoly, je popsana samostatn¢ v kapitole 3.2.

Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Tyto dvé skupiny anthelmintik sdili stejny mechanismus u¢€inku. Jedna
se 0 agonisty nikotinu a plsobi proti acetylcholinovym receptorim. Imidazothiazoly maji
cholinomimetickou aktivitu, dochézi tak k trvalym svalovym kontrakcim, po kterych
nasleduje depolarizace membrany a paralyza Cerva. Mezi nejrozSifenéjsi zastupce
imidazothiazoli patfi levamisol. Jednd se o Sirokospektralni anthelmintikum, které
zustava obecné UCinné proti H. contortus v oblastech s mens$im vyskytem infekce.
V endemickych oblastech narlstd rezistence, ktera se zdd byt spojend se ztratou
cholinergnich receptort (Playford et al., 2014). Mezi zastupce tetrahydropyrimidind patii
pyrantel a morantel. Tato 1é¢iva se pouZzivaji u malych piezvykavci proti dospélciim
1 larvdm gastrointestindlnich hlistic. Jejich nevyhodou je nestalost suspenze na svétle,
musi se tedy uchovavat ve tmé. Dale by se neméla pouZivat na oslabena zvifata, jelikoz

A

mohou prokazovat nezddouci a toxicke ucinky (Vercruysse a Claerebout, 2014).

Organofosfaty

Tato skupina anthelmintik inhibuje acetylcholinesterdzu, coz ma za nasledek
inhibici cholinergniho pfenosu a nasleduje paralyza helminta (Vercruysse a Claerebout,
2014). Svym uc¢inkem jsou potencialné toxické nejen pro helminty ale také pro hostitele.
Proto je velmi dileZité dodrZet davkovani. Organofosfaty nejsou pouZivany univerzalné,
jedna se o Gzce-spektralni anthelmintika, ktera se pouZzivaji pii vyskytu rezistence na jiné
skupiny anthelmintik. H. contortus je pomérn¢ dobfte citlivy vii€i této skuping. AvSak

u ostatnich hlistic, zejména larvalnich stadii, je citlivost o dost nizsi (Besier et al., 2016).
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Makrocyklické laktony

Cilovym mistem piisobeni makrocyklickych laktonti jsou glutamatové receptory
chloridovych kanali v nervovych bunkach cervii. Dochazi k otevieni téchto kanala,
ptilivu chloridovych iontli a nasledné vznika paralyza zejména hltanu, ale i dalSich svalil
v téle parazita. Kvuli paralyze hltanu neni cerv schopen dale pfijimat potravu,
a tak vyhladovi a zemfe. Pravdépodobné z diivodu absence glutamatového receptoru
na chloridovém kanalu u tasemnic a motolic, nejsou makrocyklické laktony ucinné viici
této skupiné parazitii. Mezi makrocyklické laktony fadime avermektiny a milbemyciny.
Jedna se o produkty bakterii rodu Streptomyces. Nejznaméj$im a nejvice pouzivanym
zastupcem avermektinl je ivermektin. Obecné lze fici, Ze makrocyklické laktony maji
vysokou u€innost vici hlisticim (Vercruysse a Claerebout, 2014). 'V endemickych
oblastech je ovSem rezistence H. contortus na ivermektin pomérné rozsifena a zvysuje
se také rezistence vic¢i moxidektinu, coz je komercné dostupny milbemycin (Kaplan

a Vidyashankar, 2012; Prichard et al., 2012).

Amino-acetonitrilové derivaty

V této skupin€ je pouze jeden komercné dostupny zastupce, a to monepantel.
Pisobi na  acetylcholinové  receptory, podobné¢ jako  imidazothiazoly
a tetrahydropyrimidiny, a zpisobuji tak paralyzu parazita. Jedna se o syntetické
slouceniny s vysokou aktivitou vici hlisticim (Vercruysse a Claerebout, 2014). OvSem

1u této skupiny byl hlaSen vznik rezistence vlasovky slezové (Van den Brom et al., 2015).

Salicylanilidy a substituované fenoly

Mechanismus uc¢inku téchto anthelmintik je zaloZen na inhibici energetického
metabolismu. Pasobi jako protonové translokatory, zptisobuji tnik vodikovych iontt
pies vnitini mitochondrialni membranu, a tim dochézi k pieruseni oxidativni fosforylace.
Mezi zastupce této skupiny patii klosantel a disofenol (Vercruysse a Claerebout, 2014).
Salicylanilidy a substituované fenoly jsou Siroce pouzivany v 1é€bé haemonchézy. Jedna
se o citliva 1é¢iva vici H. contortus, avSak opét jejich naduzivani vedlo v endemickych

oblastech ke vzniku sniZzené uc¢innosti a postupné rezistence (Playford et al., 2014).

16



Spiroindoly

Derquantel, zéastupce spiroindolti, plisobi jako antagonista nikotin-
acetylcholinovych receptort a dochazi tak k ochablé paralyze parazita. Pouziva se pouze
v kombinaci s abamektinem, coz je zastupce avermektinii z makrocyklickych laktoni.
Tato kombinace anthelmintik ukazala vysokou ucinnost vii¢i H. contortus, zejména proti

dospélym jedincim (Little ef al., 2011; Vercruysse a Claerebout, 2014).

3.1.4 Lékova rezistence u Haemonchus contortus

Haemonchus contortus je geneticky velmi heterogenni hlistice, ¢ehoz bylo
vyuzito pfi vytvoreni kmene rezistentniho a citlivého na benzimidazolova anthelmintika.
Pomoci tzv. inbreedingu byl vytvofen citlivy kmen ISE (,,/nbred Susceptible
Edinburgh*) a rezistentni kmen IRE (,,/nbred Resistant Edinburgh ). Studium téchto
kmeni spociva v analyze polymorfismu restrik¢énich fragmentd, variability mikrosatelitti
a polymorfismu délky amplifikovanych fragmentt. Diky objasnéni principli heterogenity
ISE a IRE kmentd, miZeme lépe pochopit mechanismy rezistence H. contortus (Roos

et al., 2003).

Mechanismy 1ékové rezistence lze rozdélit na farmakodynamické
a farmakokinetické. Mezi farmakodynamické mechanismy patii sniZeni poc¢tu ¢i zména
struktury cilovych molekul, na ktera 1éCiva pulsobi. V pfipadé rezistence
na benzimidazolovd anthelmintika byly prokazany jednonukleotidové polymorfismy
B-tubulinu a dochazi tak ke zméné jeho struktury. Benzimidazolova anthelmintika

pak nejsou schopna se na B-tubulin navazat (Chaudhry et al., 2015).

Farmakokinetické mechanismy lékové rezistence obecné zahrnuji zrychleny eflux
lé¢iva z buiiky. Influx i eflux FLU u dospélct H. contortus je zprostiedkovavan pasivni
diftzi diky velké lipofilit¢ molekuly FLU. Aktivni vyplavovani FLU z téla dospélych
jedicnl H. contortus nebylo prokazano, a tak se pravdépodobné nejedna o mechanismus

1ékové rezistence této hlistice (Bartikova et al., 2011).

Dal8im farmakokinetickym mechanismem lékové rezistence je inaktivace 1é¢iva
pomoci zvysené exprese enzymu metabolizujicich xenobiotika, jako naptiklad enzymu
reduktdza (Stuchlikova et al., 2018). Studie porovnavajici redukci FLU u ISE a IRE

kmenii dospé€lct H. contortus prokdzala zvySenou aktivitu reduktdzy u IRE kmene
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(Voktal et al., 2012). Tento vysledek dokazuje detoxika¢ni a ochrannou aktivitu

reduktazy pted u¢inkem benzimidazolovych anthelmintik.

3.2 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazoly jsou pocetnou chemickou skupinou anthelmintik, ktera
se vyuzivaji k 1écbe infekci zptisobené hlisticemi a motolicemi. Jedna se o heterocyklické
aromatické slouceniny se spolenym chemickym zakladem slozeného z benzenového

a imidazolového jadra (obr. 2). Sumarni vzorec benzimidazolu je C;HsNo.

N
N
H

Obrazek 2: Strukturni vzorec benzimidazolu
(prevzato z: https://www.merckmillipore.com/CZ/cs/product/Benzimidazole, MDA CHEM-821956)

Mechanismus U¢inku benzimidazolovych anthelmintik je inhibice polymerace
mikrotubul.  Benzimidazoly se navdzi na  mikrotubulovou podjednotku
B-tubulin. Ztratou mikrotubul dojde knaruSeni bunéné homeostazy, inhibici
energetického metabolismu a naslednému usmrceni parazita. Mezi dal§i mechanismy
ucinku benzimidazolii patii inhibice enzymu fumaratreduktdzy, sniZeny transport

glukozy a také rozpojeni oxidativni fosforylace (Furtado, 2016).

Klicovym faktorem G€innost benzimidazoll je délka expozice parazita vici témto
1é¢iviim. Z tohoto diivodu byly experimentalné¢ a nasledné i komeréné vyvinuty l1éCiva
s postupnym uvoliovanim (McKellar a Jackson, 2004). Ptestoze jsou benzimidazoly
Siroce pouzivanou skupinou anthelmintik, ne vZdy je dosaZeno ocekavaného

terapeutického efektu, zejména kvili zméné farmakokinetiky 1é¢iv.

Farmakokinetika benzimidazoli se liSi mezi druhy zvifat, dalSimi faktory
jsou pohlavi, stafi, pfidruzené nemoci a fyziologicky stav hostitele, uzivané léky
a potrava. To vSe ma vliv na farmakokinetiku benzimidazoli a naslednou variabilitu
v terapeutickém efektu. Nejvétsi vliv ve farmakokinetickém procesu téchto 1€Civ se zdaji

mit faze absorpce a metabolismu (Ktizova-Forstova et al., 2010).
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Jiz na pocatku 60. let 20. stoleti bylo uvedeno na trh prvni lé¢ivo z této skupiny,

thiabendazol. Od konce 70. let se zacala Siroce pouzivat dalsi léciva ze tiidy

benzimidazolti (McKellar a Jackson, 2004). V nésledujici tabulce 1 jsou uvedeny

nejpouzivanéjsi benzimidazolova anthelmintika.

Tabulka 1: Zastupci benzimidazolovych anthelmintik
(zdroj: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/)

methylsulfanyl-1H-benzimidazol

Benzimidazolové L, ; Molekulova hmotnost
.. Chemicky nazev Strukturni vzorec
anthelmintikum (g/mol)
H
thyl N-(6-propylsulfanyl-1H sl N
Albendazol methyl N-(6-propylsulfanyl-1H- ) 265,33
benzimidazol-2-yl)karbamat N >/,i 0
o X
H
thyl N-(6-fenylsul fanyl 'N> H
methyl N-(6-fenylsulfanyl-1H- \©: N
Fenbendazol benzimidazol-2-yl)karbamst i Yo 29930
0 \
0
i
methyl N-(6-benzoyl-1H- N i
Mebendazol benzimidazol-2-yl)karbamat N/>' "%O 295,29
o \
(o]
I 5
methyl N-[6-(benzensulfinyl)-1H- & '
Oxfendazol benzimidazol-2-yl [karbamat N/>' "%O 315,30
0 N
H
N
Thiabendazol 4-(1H-benzimidazol-2-yl)-1,3-thiazole >_{\ 201,25
N/ N)
.
N
6-chloro-5-(2,3-dichlorophenoxy)-2- o Q:N/} \
Triklabendazol i 359,70
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3.2.1 Flubendazol

FLU je krystalicka latka s chemickym nazvem methyl-N-[6-(4-fluorobenzoyl)-
1H-benzimidazol-2-yl]karbamat. Svou strukturou je fazen do tfidy benzimidazolovych
anthelmintik. Je strukturné¢ velmi podobny starSimu anthelmintiku mebendazolu,
na benzenovém kruhu ma vSak v poloze para navazan fluor. Jeho sumérni vzorec
je CisH12FN3O3. Molekulova hmotnost FLU ¢ini 313,28 g/mol (National Center for

Biotechnology Information, 2023). Strukturni vzorec FLU je zndzornén na obrazku 3.

0

!
N ’
)N
N e
o \

Obrazek 3: Struktura FLU
(pFevzato z: https.//pubchem.nchbi.nlm.nih.gov/compound/35802)

FLU je dobfe rozpustny v dimethylsulfoxidu (DMSO), ¢ehoz bylo vyuzito
v experimentalni ¢asti této prace. Naopak je Spatn€ rozpustny ve vode, coz také ovliviiuje
jeho 1lékovou formu a biologickou dostupnost. Za ucelem zvySeni rozpustnosti FLU
ve vodé¢ mohou byt pouzity rizné chemické latky jako tenzidy ¢i cyklodextriny

(Jiaojiao et al., 2019).

Jako Sirokospektralni benzimidazolové anthelmintikum ma FLU celosvétové
uziti. Jeho mechanismus U¢inku je stejny jako pro celou skupinu benzimidazolovych
anthelmintik a spocivd v navazani na tubulin, a tim naruSeni struktury a funkce

mikrotubulu.

Mimo anthelmintické ucinky se v poslednich letech zkoumala také slibna
protinadorova aktivita FLU. Ukazalo se, Ze toto 1é¢ivo hrélo roli u riiznych typt rakoviny,
napt. melanomu, rakoviny prsu, prostaty a plic. Uplny protinddorovy mechanismus FLU
nebyl stale pochopen a v soucasné dob¢ probihd mnoho védeckych vyzkum na toto téma

(Chen C. et al., 2022).
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3.3 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou latky, které organismus pfijima ze svého okoli a nemuze
je vyuzit jako zdroj energie nebo prekurzori pro vystavbu svych makromolekul.
Po pfijmu xenobiotik do organismu nastava jejich metabolismus. Metabolismus
xenobiotik zahrnuje jejich biotransformaci (tj. pfeménu struktury) a jejich transport.
Xenobiotika maji Casto Skodlivy uc¢inek a organismus se pomoci metabolismu snazi
téchto latek zbavit. Mezi takova xenobiotika patii naptiklad polutanty zivotniho prostiedi,
barviva, aditiva, toxiny a pesticidy. Xenobiotika mohou byt ale také latky prospésné jako
napiiklad 1é¢iva nebo zdravi prospésné sekundarni metabolity rostlin. Existuji tzv. pro-
1é¢iva, ktera jsou v neaktivni formé a az diky biotransformaci dochazi k jejich aktivaci.
Vysledkem biotransformace, tedy kromé detoxikace organismu a aktivace pro-1éciv,
muze byt také d¢j Skodlivy, a to pfeména 1é¢iva na latky vice toxické. U takovych 1éCiv

je vzdy nutné zvéazit, zda terapeuticky efekt presahuje ten toxicky (Skalova et al., 2017).

Na metabolismu xenobiotik se podileji tzv. biotransformacéni enzymy a pienasece
xenobiotik. Biotransformacni enzymy méni chemickou strukturu xenobiotika za ucelem
sniZeni aktivity, omezeni distribuce a zrychleni eliminace. Dochdzi ke sniZeni lipofility
parentni latky a vznikd tak hydrofilnéj$i metabolit, ktery je snaze eliminovan z organismu

(Skalova et al., 2017).

Biotransformace xenobiotik probihd ve dvou krocich. Prvni faze, nazyvana
konverze, zahrnuje zejména oxidaci, redukci, hydrolyzu, hydrataci a izomeraci. Obecné
dochazi k odkryti ¢1 vneseni funk¢nich skupin do molekuly xenobiotika. Ve druhé fazi,
tzv. konjugaci, dochazi k reakci metabolitu s endogenni slouceninou, kterd obsahuje
ionizovatelné skupiny a je navazana na makroergni kofaktor. Mezi konjugacni reakce
druhé faze patii glukuronidace, sulfonace, metylace, acetylace, konjugace s glutathionem
a aminokyselinami. Jedna se o endergonické reakce, do kterych se musi dodat energie.
Biotransformaci cesty latek mohou byt velmi sloZzité a z jedné parentni latky mliZe vznikat

nekolik dalSich metabolitd (Skéalova et al., 2017).

21



3.3.1 Redukce aldehydii a ketonii

Redukce patii mezi reakce prvni faze biotransformace 1é¢iv. V molekule
xenobiotika dochdzi k adici dvou atomu vodiku nebo k odstépeni jednoho atomu kysliku.
K redukci dochazi naptiklad na karbonylové skuping, jak je tomu u FLU. Vysledny
alkohol se snadnéji konjuguje a eliminuje. Redukci karbonylovych skupin
zprosttedkovavaji  enzymy  redukujici  karbonyl, které mulzeme rozdélit
do tii nadrodin — AKR, SDR a dehydrogenazy/reduktazy se sttedn¢ dlouhym fetézcem
(Skalova et al., 2017).

AKR

Jedna se o cytosolové enzymy vétSiny zivych organismi. Jsou zavislé na NADPH
a ve vétsSiné piipadu katalyzuji redukci aldehydii za vzniku primarniho alkoholu a také
redukci keton za vzniku sekundérniho alkoholu. Nomenklatura téchto enzymu se sklada
ze zkratky AKR, dale nasleduje Cislice, piedstavujici rodinu, pismeno, které reprezentuje
podrodinu a posledni ¢islice vypovidajici o unikatni proteinové sekvenci (Skalova et al.,
2017). Tyto enzymy se nejcastéji vyskytuji jako monomery o molekulové hmotnosti
34-37 kDa. Ve valcovitd strukture AKR enzymi se stfidaji o-helixy
a B-tetézce. Na zadni strané valce se vyskytuji tii velké smycky, které poméhaji definovat
substratovou specifitu pomoci navazani riznych aminokyselin do vazebné kapsy
(Penning, 2021). AKR jsou obecné malo selektivni a reaguji jak s latkami endogennimi,

tak 1 xenobiotiky (Skalova ef al., 2017).

V soucasné dobé bylo identifikovano vice nez 190 enzymt nadrodiny AKR, které
lze roztfidit do 18 rodin (Yu et al., 2020). U mnoha lidskych AKR byla prokézana
nadmérnd exprese v souvislosti s vyskytem riznych typl rakoviny a mohly by tak byt
brany jako nadorové biomarkery. Zvysend tvorba AKR pfi oxidacnim a elektrofilnim
strese piispiva k rezistenci viici protinadorovym chemoterapeutikiim a antihormonéalnim
terapiim. Prikladem jsou enzymy AKR1A1l a AKRIBI, které se ve vyS$s§i mife
vyskytovaly u pacient nereagujicich na 1écbu s rakovinou pankreatu (Penning, 2021).
Lidské AKR maji také spojitost smnoha dalSimi patologickymi stavy,
napf. s diabetickymi komplikacemi, deficity Zlucovych kyselin, poruchami signalizace

kyseliny retinové a mnoha dal§$imi (Penning, 2015). AKRI1B1 redukuje glukézu
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na sorbitol (obr. 4) a hraje tak roli pfi hyperglykemickém poskozeni tkani u diabetu

(Skalova et al., 2017).
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Obrazek 4: Redukce glukozy na sorbitol pomoci AKRIBI
(prevzato z: https://www.sas.upenn.edu/~patann/AldehydeReductase.htm)

SDR

Nadrodina SDR je nejpocetnéjsi skupinou enzymd, do které se fadi pres 160 000
proteint (Graff et al., 2019). Bylo charakterizovano 200 rodin SDR enzymi, z toho
48 rodin obsahuje lidské SDR (Gabrielli et al., 2022). Tyto enzymy se vyskytuji ve vSech
organismech. Jednd se o strukturné variabilni NADPH-dependentni proteiny, jejichz
spoleénym znakem v terciarni struktufe je typické vazebné misto pro NADPH
a charakteristicka struktura Rosmannova zdhybu, ve kterém se vyskytuje stejna
katalyticka tetrada Asn-Ser-Tyr-Lys, zprostfedkovavajici katalyzu riznych substrati
(Kavanagh et al., 2008). Celkové se mezi sebou vSak ve své primarni struktufe SDR
enzymy lisi a jejich heterogenita stoupa smérem k jejich C-konclim. Zde se nachazeji
aminokyseliny zodpov&€dné za vazebné misto substratu, které urcuji substratovou

selektivitu enzymu (Gabrielli ef al., 2022).

SDR katalyzuji mimo jiné i redukéni reakce a do této nadrodiny patii i nékolik
izoforem karbonylreduktdz (CBR; Hoffman a Maser, 2008). Enzymy SDR hraji
vyznamnou roli v metabolismu xenobiotik, av§ak mnohé maji dtlezitou fyziologickou
funkci (Malatkova et al., 2010). V posledni dob¢ byl prokazan vliv CBR 1 na regulaci
glukokortikoidl v tukové tkani mysi a ovlivnéni gluk6zové tolerance (Bell et al., 2021).
V lidském organismu hraje CBR 1 vyznamnou roli pfi metabolismu mnoha 1éCiv,
napt. warfarinu (obr. 5). Vyskytuje se zejména v jatrech a CNS, coz poukazuje na jeji

ochrannou aktivitu vii¢i toxickym xenobiotikiim (Skalova et al., 2017).
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Obrazek 5: Redukce warfarinu pomoci CBR1
(prevzato z: Skalova et al., 2017)

Dehydrogenazy/reduktazy se stiedné dlouhvm fetézcem

Tato nadrodina je sloZzena zvice nez 1000 strukturné variabilnich enzymu
zatazenych do osmi rodin. Patii zde tfi rodiny alkoholdehydrogenaz, nasleduji rodiny
mitochondridlnich enzymt dychaciho fetézce, acyl-CoA-reduktaz, leukotrien-B4-

dehydrogenaz, polyoldehydrogenaz a chinonreduktaz (Skalova et al., 2017).

Do rodiny chinonreduktdz byl zafazen na zaklad¢ analyzy aminokyselinové
sekvence také enzym Ymrl52wp, ackoliv u néj nebyla zaznamenina z4dna
chinonreduktazova aktivita. Jedna se o enzym kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a katalyzuje redukci aldehydii za pritomnosti kofaktoru NADPH. Aldehydy mohou
predstavovat v Saccharomyces cerevisiae jedny z hlavnich inhibitori bunééného ristu
a fermentace. Pomoci aldehydreduktdz je schopna kvasinka detoxikovat aldehydy na
méné toxické ¢i netoxické alkoholy. Ymrl152wp se tedy zdd mit v Saccharomyces

cerevisiae ochrannou funkci (Ouyang et al., 2020).

Mezi dehydrogenazy se stifedné¢ dlouhym fetézcem patii také enzym
acyl-CoA-dehydrogenédza. Tento enzym se UcCastni f-oxidace mastnych kyselin a hraje
vyznamnou roli v obdobi hladovéni. Deficit acyl-CoA dehydrogenazy je jednou
z nejcastéjsich poruch B-oxidace mastnych kyselin. Jednd se o vrozené onemocnéni

vzniklé mutaci v genu ACADM (Ibrahim a Temtem, 2022).
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3.3.2 Metabolismus xenobiotik u helmintua

Metabolismus xenobiotik helmintii je riiznorody a vyrazné se lisi od savciho
metabolismu. Rozdily se vyskytuji také mezi druhy helmintt, a dokonce byly prokdzany
rozdily 1 mezi jednotlivymi izolaty. Obecné lze fici, Ze helminti produkuji méné
metabolith nez savci, nékteré metabolity jsou vsak specifické pouze pro helminty

(Matouskova et al., 2016).

V prvni fazi biotransformace xenobiotik hraji diillezitou roli CYP450. U helminti
nebyly tyto enzymy zpocatku detekovany, nyni je vSak potvrzen jejich vyskyt i vyznam
v biotransformaci xenobiotik u helmintd. Jedna se o enzymy zejména s monooxygenacni
aktivitou. Monooxygenace zahrnuje reakce hydroxylace, dealkylace, dekarboxylace
a také izomerace. CYP mé& vSak také schopnost pisobit jako reduktaza
¢1 peroxidaza. U motolic, tasemnic, plosténct a krevnicek byl popsan pouze jeden gen
pro tento enzym (Tsai et al., 2013; Pakharukova et al, 2012). Oproti tomu
H. contortus a jiné hlistice obsahuji vice gen a jsou schopny tyto enzymy exprimovat
v riznych vyvojovych stadiich. Zejména CYP34 a CYP35 miZe hrat vyznamnou roli

v metabolismu xenobiotik a 1ékové rezistenci hlistic (Laing et al., 2015).

DalSim typem reakci prvni faze biotransformace je redukce. Redukéni reakce jsou
obecné méné Casté neZ oxidacni, ovSem v piipadé mnoha xenobiotik pfedstavuji hlavni
metabolickou drdhu (MatouSkova et al., 2016). ZvySena aktivita reduktaz byla
pozorovana zejména u motolic (Scarcella et al., 2013), poté také u dvou druhti tasemnic
(Prchal et al., 2015; Bartikova et al., 2012). JelikoZ tato prace je zaméfend na studium
redukce FLU u H. contortus je tato problematika samostatné popsana

v kapitole 3.3.3.

Ve druhé fazi biotransformace xenobiotik hraji diileZitou roli enzymy transferazy.
Glutathion-S-transferdzy (GST) zejména spojuji xenobiotikum, ¢i metabolit vznikly
vprvni fazi, sendogennim glutathionem. Byly vSak popsany také jiné funkce
GST (Oakley, 2011). U helmintt se GST ucastni detoxikace lipidovych hydroperoxida
a karbonylovych sloucenin, které vznikaji pii oxida¢nim stresu. GST by mohly
byt schopny katalyzovat konjugaci glutathionu s anthelmintiky, avSak Zadné takové
konjugaty nebyly u helminti doposud identifikovany. Proto se GST u helmintil bere spise

jako protein vazajici 1é€ivo nez enzym metabolizujici xenobiotika (Matouskova et al.,
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2016). Piima ucast GST na rezistenci vucéi lécivim dosud nebyla prokazana.
U H. contortus byla zaznamenéana vyssi exprese GST u larev s vyssi odolnosti proti
vysychani (Yang et al.,, 2015). GST helminti jsou také povazovany za zajimavy
cil pro vakcinaci (Azeez et al., 2012).

DalSimi dualezitymi transferdzami u helmintl jsou UDP-glykosyltransferazy
(UGT). Jedna se o enzymy katalyzujici pfipojeni glykosylu na lipofilni metabolit,
tim dochazi ke zvySeni hydrofility a usnadnéni efluxu. Zdrojem glykosylové skupiny
mohou byt napi. kyselina UDP-glukuronova ¢i UDP-glukéza, jedna se pak o reakce
glukuronidace a glukosidace (Matouskova et al., 2016). U obratlovct je glukosidace
neobvyklou metabolickou drahou, ovSem u helminti se jednd o vyznamnou cestu.
U H. contortus byla glukosidace popsana jako deaktivacni cesta pro benzimidazolova
anthelmintika (Vokial et al., 2012). H. contortus je schopen glukosidovat FLU pfimo
nebo dochdzi k jeho redukci a nasledné glukosidaci (obr. 6). Patrné se tedy jedna také
o zpusob helmintl, jak odolavat ucinku anthelmintik. Také u UGT existuje vyrazna
mezidruhova variabilita. Naptiklad u H. contortus bylo identifikovano 34 genli pro UGT

(Laing et al., 2013), ale u tasemnic Zadné geny UGT nalezeny nebyly (Tsai et al., 2013).
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Obrazek 6: Schéma biotransformace FLU ve viasovce slezové
(prevzato z: Stuchlikova et al., 2018)
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3.3.3 Redukce FLU u Haemonchus contortus

V genomech helminti je pfitomen vysoky pocet genii AKR a SDR, které
by mohly katalyzovat redukci karbonylové skupiny xenobiotik (Barrett 2009).
H. contortus ma ve svém genomu 70 genit SDR a 24 geni AKR (Laing et al., 2016).
K redukci karbonylové skupiny dochazi nejen u FLU, ale také u anthelmintika

mebendazolu.

Pfi studiu metabolismu FLU u dospé€lct H. contortus byl stanoven pouze jeden
hlavni metabolit prvni faze biotransformace, a to FLU-R. (Cvilink et al, 2007).
Mechanismus redukce karbonylové skupiny je znazornén na obrazku 7. Dalsi
biotransformaéni produkty, konjugaty FLU a FLU-R s glukézou, pfedstavuji metabolity
druh¢ faze biotransformace (Vokial et al., 2012).

Redukce FLU u H. contortus je stereospecifickd. Z 90 % dochazi pii redukci
ke vzniku levoto¢ivého enantiomeru FLU-R, ve zbylych 10 % vznikd pravotocivy
enantiomer. Podminkou redukce FLU je pfitomnost NADPH, jelikoz AKR 1 SDR jsou
NADPH-dependentni reduktdzy. Podle stanovenych kinetickych parametri lze fici,
ze redukce FLU neprobihd pfili§ rychle, ovSem afinita reduktdz v H. contortus k FLU
je pomérneé vysokéd (Cvilink et al., 2007). Ve studii porovnavajici sami¢ky a samce
H. contortus bylo stanoveno vy$§i mnozstvi redukovaného FLU u samicek, ¢imz byla

dokazéna jejich vyssi metabolicka aktivita (Stuchlikova et al., 2018).
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Obrazek 7: Mechanismus redukce karbonylové skupiny
(prevzato z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25304492/)
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3.4 Extrakce SPE

Preanalyticka faze ma vyznamny vliv na vysledky celé analyzy vzorku. Do této
faze patii také uprava vzorku, kterd je nesmirné dilezita, jelikoz biologicky, ale také
enviromentalni, material je tvofen komplexni matrici. Matrice pfedstavuje veskeré
ptitomné latky ve vzorku, které mohou komplikovat stanoveni analyzované latky (Opekar
et al., 2002). Pii apravé vzorku dochézi k odstranéni téchto nezadoucich latek, které
by mohly zplsobovat interference, a tim dojde ke zvySeni selektivity metody a také
k eliminaci rizika poSkozeni analytického systému. Mezi metody tuprav kapalnych vzorki
patii precipitace proteinl, extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)
a také extrakce na pevnou fazi (solid-phase extraction; SPE), ktera byla pouzita v této

praci.

SPE je zaloZena na interakci analytu se sorbentem v kolonce a jeho nasledné eluci.
Nejdrive je nutné SPE kolonku aktivovat a solvatovat. K tomu dochéazi diky obaleni
suchych neaktivnich ¢astic sorbentu vrstvou organického rozpoustédla, napt. acetonitrilu.
Dochézi k tipravé prostiedi pro idealni zadrzeni analytu (Hordk ef al., 2006). Tato uvodni
faze se nazyva kondicionace. Nasleduje faze naneseni vzorku. Vzorek s analytem nesmi
kolonkou prochazet pfili§ rychle, aby mohlo dojit k zadrzeni analytu na kolonce.
Poté nésleduje faze promyvani. V této fazi dochéazi k odstranéni balastnich latek matrice
anesmi dojit k vymyti analytu, pouziva se proto rozpoustédlo, ve kterém neni dany analyt
rozpustny. V posledni fazi, eluci, dochazi k naruseni interakce analytu se sorbentem diky
rozpoustédlu s vysokou elu¢ni silou (Sobotnikova, 2004). Princip SPE je znazornén

na nasledujicim obrazku 8.
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Obrazek 8: Obecny princip postupu SPE
(prevzato z: https://www.mdpi.com/ijms/ijms-12-05908/article_deploy/html/images/ijms-12-05908f6-1024.png)
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3.4.1 Moderni trendy extrakce na pevnou fazi

Snaha ptekonat problémy analyzy spojené zejména s upravou vzorkl, vede
k zavedeni novych modernich technik SPE. Mezi celkové nevyhody SPE patii ¢asova
narocnost a v mnohych piipadech také nedostaCujici citlivost. Moderni trendy smétuji
k zavedeni rychlejsich analyz, k ekologické Setrnosti a ke zvySeni citlivosti a uc¢innosti

dané metody (Li et al., 2021).

Prioritou vyvoje ve farmaceutické bioanalyze pro zlepseni adsorp¢ni schopnosti
SPE metody jsou nové sorbenty. Mezi klasické a stale komercné dostupné sorbenty patii
modifikovany silikagel, polymery a grafiticky uhlik. AvSak vyvojovy trend modernich
sorbentil pfedstavuji novejsi materidly. Mezi ty fadime naptiklad nanovldkna, kterd maji
velky potenical pro extrakéni techniky, jelikoz se vyznacuji dobrou adsorpéni schopnosti
(Hakova et al., 2020). Nanovlakna byla také vyuzita pro extrakci antihypertenznich 1é¢iv
ze vzorkl plazmy a moci. Metoda vykazala vyssi Gcinnost extrakce diky zajisténi
hydrofobnich a vodikovych vazeb a také n-m interakci s cilovymi analyty. Byl stanoven

nizky limit detekce, coZ poukazuje na vysokou citlivost metody (Amini ef al., 2020).

Miniaturizace a automatizace predstavuji dals$i sméry moderni inovace SPE.
Jednu zmetod miniaturizované SPE piedstavuje mikro-SPE ve $pickach pipet
(n-SPE-PT). Jedna se o metodu, ktera byla zkouména pro extrakci statind z biologickych
materidlit (VIckova et al., 2017). V této studii se podafilo prokdzat ucinnost nové
vyrobenych $picek oproti komeréné dostupnym Spickam, u kterych musela byt provedena
také protein precipitace, ¢imz byla prodlouzena celkova doba analyzy. Dalsi modifikaci
mikro-SPE je provedeni vSech kroki pomoci odstfedéni v centrifuze. Tato metoda
vyuziva rotacni kolony a dochézi ke snizeni celkovych objemt rozpoustédel i vzorku,
a tim ke sniZeni celkovych nékladi. Metoda byla vyuzita naptiklad pro stanoveni
B-blokatortt zlidské plazmy (Mompo-Roselld et al., 2020). Dalsi modifikaci
mikroextrakce na pevné fazi (SPME) je extrakce analytu na vldkno, které je umisténo
nad vzorek v tzv.,head-space” provedeni a po uplynuti pfedem definované doby
se vlakno vytdhne pro termalni desorpci. Tato metoda je typicka ve spojeni s plynovou
chromatografii pii analyze t€kavych latek (Kucera, 2020). Zaroven se jednad o minimalné
invazivni metodu, kterou je vyhodné pouzivat pro in vivo analyzu. Napiiklad Bojko et al.
(2014) provedli extrakci biomarkert, 1€¢iv a jejich metabolita v jatrech a plicich pomoci

mikrosondy béhem transplantace organli. Navrzena SPME metoda nezpisobila zadné
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poskozeni organti a tkani. Jednou z dalSich moznosti in vivo SPME je extrakce 1é¢iv
z rostlin a nasledné hodnoceni toxikologickych uc¢inki 1€¢iv na zivé rostliny (Zhang

etal. 2019).

Automatizace SPE predstavuje vyrazné Setieni prace i Casu v analytickém
procesu. To vede ke snizeni moznosti zavedeni chyb, jako naptiklad kontaminace ¢i ztraty
extraktu. Online-SPE ve spojeni s kapalinovou chromatografii umoziuje piecisténi
vzorku, zakoncentrovani a stanoveni analytu v jednom pfistroji béhem par minut
(Li et al., 2021). Provedeni online-SPE je vSak omezeno na pfistrojové vybaveni
laboratote. Systém online-SPE pracuje pomoci dvou cerpadel a piepinani vicecestného
ventilu. Automaticky davkova¢ a cerpadlo pro SPE extrakci nadavkuje vzorek
na SPE kolonku a dojde k promyti a odplaveni balastnich latek do odpadu (obr. 9a).
Po prepnuti ventilu a zapnuti cerpadla pro HPLC analyzu dojde k eluci analytu z SPE
kolonky na HPLC kolonku, na které dochézi k separaci (obr. 9b). Poté nasleduje detekce
analytu, napiiklad pomoci hmotnostni spektrometrie (Belay et al., 2022).
Automatizované metody, spojujici extrakci, separaci a detekci, jsou v poslednich letech
velmi oblibené, jelikoz dochazi ke zkraceni celkové doby analyzy a ke snizeni manudlni

narocnosti, a diky tomu je mozno zpracovat vice vzorkt (Li ef al., 2021).

SPE Cerpadlo

Autosampler

I

Detektor

Odpad

HPLC ¢erpadlo

a) Faze SPE

SPE éerpadlo

Autosampler

I,

Detektor

Odpad

HPLC éerpadlo

Obrazek 9: online-SPE
(prevzato z: Belay et al., 2022)

b) Faze HPLC analyzy
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3.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s hmotnostni

detekci

HPLC (High-performance liquid chromatography) ptedstavuje separa¢ni metodu
zaloZzenou na rozdé€leni analytd mezi dvé nemisitelné faze — mobilni a stacionarni.
HPLC metoda patii k velmi Casto pouzivanym metoddm ve vyzkumu i pramyslu
(Novakova et al., 2013). Slouzi k separaci, identifikaci i kvantifikaci Siroké skaly analytu,

jako napftiklad i benzimidazolovych anthelmintik (Chen L. et al., 2021).

Podle typu stacionarni a mobilni faze rozliSujeme napiiklad chromatografii
s normalnimi (NP-HPLC) ¢i reverznimi (RP-HPLC) fazemi. RP-HPLC pracuje s polarni
mobilni fazi a nepolarni stacionarni fazi. Jako nepolarni stacionarni faze se ¢asto vyuziva
modifikovany silikagel. Jednou z moznosti modifikace silikagelu je navazani nepoldrnich
uhlikovych fetézci C18 na silanolové skupiny. Tento typ sorbentu byl pouzit
v experimentalni ¢asti této prace. Jako mobilni faze se Casto pouziva smés polarnich

rozpoustédel, nejcastéji vody a acetonitrilu (ACN) ¢i methanolu (Dong, 2019).

Kapalinovy chromatograf je sloZzen ze zésobnikli mobilni faze, odplynovace
mobilni faze, sméSovace, vysokotlakého cerpadla, davkovace vzorku, predkolony
a analytické kolony, termostatu a detektoru (Karlicek, 2013). Mobilni faze je diky
odplynovace zbavovana bublinek vzduchu, které vyvoldvaji zmény tlaku v celém
systému a také zvysuji Sum pozadi na chromatogramu. SméSovac slouzi pro smichani
mobilni faze podle pfedem nastaveného pomeru a v pribehu analyzy dochézi ke zménam
sloZzeni gradientové eluce. Predkolona chréni analytickou kolonu pfed poSkozenim
mechanickymi necistotami, je naplnéna stejnym sorbentem jako analyticka kolona, mize
byt mnohem krat$i. Analytickd kolona je nejcastéji vyrobena znerezové oceli
a je naplnéna sorbentem stacionarni faze. Podle typu stacionarni faze dochazi
k selektivnimu zachyceni latek a jejich nasledné separaci. Pfedkolona 1 analytické kolona
je uloZena v kolonovém prostoru. Thned za analytickou kolonou je umistén detektor.
Mezi nejpouzivangj$i typy detektori patii spektrofotometricky, fluorescenéni

¢1 hmotnostni analyzator (Novéakova et al., 2013).
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3.5.1 Hmotnostni spektrometr

Jednim z detektorti s nejvyssi citlivosti a specifitou je hmotnostni spektrometr.
Tento typ detektoru poskytuje kromé tdajii z chromatogramu také udaje o struktuie dané
molekuly (Novakova et al., 2013). Princip hmotnostni spektrometrie (MS) je zaloZen
na prevedeni neutralnich molekul na ionty v iontovém zdroji, rozttidéni iontt dle jejich
poméru hmotnosti ku néboji (m/z) v hmotnostnim analyzatoru a nasledna detekce téchto

iontd (Murayama et al., 2009).

Ionizac¢ni techniky 1ze rozd¢lit dle mnozstvi dodané energie na ,,tvrdé* a ,,mekké*.
Zastupcem tvrdych ionizacnich technik je elektronova ionizace (EI), pfi které ziskéva
molekula velké mnozstvi energie a dochazi k rozsahlé fragmentaci. Mezi mékké ioniza¢ni
techniky fadime chemickou ionizaci (CI), fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI),
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI), ionizaci desorpci laserem za ucasti
matrice (MALDI) a také ionizaci -elektrosprejem (ESI), kterda byla pouzita
v experimentalni ¢asti této prace. Pfi pouziti mékkeé ionizacni techniky vznikaji mimo jiné
protonované molekuly [M+H]" nebo deprotonované molekuly [M-H] podle toho, zda
je pouzit zaznam kladnych ¢i zdpornych iontli. Ve spojeni s HPLC se nejcastéji pouzivaji
techniky APPI, APCI a ESI. Techniky EI a CI jsou idealni pro spojeni s plynovou
chromatografii, jelikoz jejich podminkou je tékavost analyzovanych latek (Novakova

et al., 2013; Matysova, 2020).

ESI je pomémé univerzalni technikou, kterd dovoluje ionizaci od stiedné
polarnich aZ po velmi polarni molekuly a také je vhodna pro ionizaci malych molekul,
ale i velkych molekul a polymert (Novakova et al., 2013). Do mobilni faze se pfi pouziti
ESI ionizace ptfidavaji tékava aditiva, kterd podporuji vznik iontd v zavislosti
na pH (Novakova, 2019). V experimentalni ¢asti této prace byla do mobilni faze ptidana
0,1% kyselina mravenci. Pii ESI je kapilarou pfivddéna mobilni fézi s analytem
z HPLC piistroje do iontového zdroje. Zde se kapilara méni v kovovou, na kterou
je vlozeno napéti 2-5 kV. Na hrotu kovové kapilary vznikaji nabité kapicky.
Béhem kratké chvile je diky suSicimu plynu (napf. dusiku) odpafena mobilni faze,
coz vede ke zvySovani hustoty povrchového naboje kapicek analytu az nasledné vznika
tzv. Coulombicka exploze. Opakovanim tohoto déje vznikaji ¢im dal mensi kapicky,

az vzniknou ionty, které se uvolni do plynné faze. Tato ionizace probihd
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za atmosférického tlaku a vzniklé ionty jsou déle vedeny do hmotnostniho analyzatoru

umisténém ve vakuu (Friedecky a Lemr, 2012).

Hmotnostni analyzatory slouzi krozdéleni ionti podle jejich poméru m/z
za vysokého vakua (Matysova, 2020). Kvalitu rozdéleni iontd vyjadiuje rozliSovaci
schopnost analyzatoru. Jednd se o schopnost rozliSit dva signaly iontl s blizkymi m/z
(Novakova, 2019). Mezi analyzatory s vysokou rozliSovaci schopnosti fadime
elektrostatickou orbitalni past (Orbitrap), iontovou cyklotronovou rezonanci (ICR)
a analyzator doby letu (TOF). Do analyzatori s niz$i rozliSovaci schopnosti pak fadime
sférickou iontovou past (3D IT), linearni iontovou past (2D IT) a kvadrupolové
analyzatory. V experimentalni Casti této prace byl pouzit kvadrupdlovy analyzéator

v tandemovém uspotadani, tzv. trojity kvadrupdl (QqQ) (Holcapek, 2020).

Kvadrup6lové hmotnostni analyzatory jsou oblibené zejména pro svou nizkou
pofizovaci cenu. Pracuji na principu ¢tyt kovovych ty¢i, na kterych je ménéno stiidavé
a stejnosmérné elektrické napéti. Sttidani napéti zpiisobi oscilaci iontl a v dany okamzik
jsou oscilace stabilni pouze pro urCitou hodnotu poméru m/z a tento iont projde
dal kvadrupolem. Ostatni ionty nemaji stabilni oscilace a jsou zachyceny na tycich
kvadrupélu. Plynulou zménou napéti postupné projdou kvadrupodlem na detektor vSechny
ionty se v§emi hodnotami m/z. QqQ ptedstavuje tandemové uspotadani ttech kvadrupolt
za sebou. V prvnim kvadrupdlu Q1 jsou vybrany ionty, které dale putuji do druhého
kvadrupolu Q2, ktery slouzi jako kolizni cela. Pomoci srazky s koliznim plynem, ktery
pfeda molekule analytu energii, zde dochazi k fragmentaci prekurzorovych iontl. Vzniklé
fragmenty (produktové ionty) jsou déle analyzovany ve tfetim kvadrupolu Q3 (Friedecky

a Lemr, 2012).

RozliSujeme dva zdkladni typy zdznami v hmotnostni spektrometrii. Prvni typ
zdaznamu je staticky, tzv. SIM (,,selected ion monitoring*), u kterého dochéazi pouze
k detekci iontu o jedné hodnot¢ m/z. Druhym typem je zdznam skenovaci (SCAN), ktery
méii dany rozsah hodnot m/z. QqQ muze pracovat ve Ctyfech skenovacich rezimech
(obr. 10): sken produktovych iontil, sken prekurzorovych iontl, sken neutralnich ztrat

a selektivni zdznam jedné (SRM) nebo vice (MRM) reakci.
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Obrazek 10: Typy skenovacich MS zaznamii
(prrevzato z: https://www.researchgate.net/figure/Scan-modes-of-tandem-mass-spectrometry-1-
Product-ion-scan-select-Q1-precursor-ion-and_figl 269768015)

Rezim MRM (,,multiple reaction monitoring*‘) byl vyuzit v experimentalni ¢asti
této prace. V prvnim kvadrupolu dochdzi k vybéru prekurzorového iontu, ktery
je ve druhém kvadrup6lu fragmentovan. Nejintenzivnéj$i a zaroven specificky produkt
fragmentace je vybran pomoci tfetiho kvadrupodlu. Jedna se o velmi citlivy a soucasné
selektivni rezim, ktery se v praxi vyuzivad zejména pro kvantifikaci analytu (Friedecky a

Lemr, 2012).
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4. Experimentalni ¢ast
4.1 Pristroje a pomiicky, chemikalie, biologicky material

4.1.1 Pristroje a pomiicky

Pomicky

e Automatické pipety (Eppendorf)

o Stiikackové filtry 4 mm, 0,22 um (HPST)

e Homogeniza¢ni kuli¢ky (Ginzel s.r.0.)

¢ Inserty do vialek 0,2 ml (Agilent Technologies)

e Laboratorni nadobi (Simax)

e Mikrotitra¢ni desticka TPP® (Sigma-Aldrich)

e Plastové centrifugacni zkumavky (Eppendorf)

¢ SPE kolonky (Strata X, Phenomenex)

e Vialky 2 ml a vicka (Agilent Technologies)

e Zorbax Bonus RP C18 kolona 2,1 mm x 150 mm; 1,8 um (Agilent Technologies)

Pristroje

e Analytické vahy (Sartorius CP225D)

e Centrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5415 D)

e Destickovy spektrofotometr Spark (Tecan)

e UHPLC-MS systém (Shimadzu, LC-MS 8030 Triple Quadrupole)
e Homogenizator (MP Biomedicals, FastPrep®-24)

e Inkubator D180-P (RWD Life Science)

e Magnetickd michacka (Heidolph, MR Hei-mix S)

e pH metr (EUTECH instruments, pH 700)

e Rolovaci tfepacka (DLAB, MX-T6-S)

e Ultrazvukova lazen (Kraintek s.r.0.)

e Vakuova pumpa pro extrakci SPE (KNF LABOPORT)

e Vakuovy koncentrator (Concentrator 5301, Eppendorf)

e Vakuovy Manifold pro SPE kolonky (Resprep®, Restek)
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4.1.2 Chemikalie

e ACN (=99.9%, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS)

e Deuterovany FLU (FLU-D3), analyticky standard VETRANAL® (Sigma-Aldrich)

e DMSO (Sigma-Aldrich)

e FLU, analyticky standard VETRANAL® (Sigma-Aldrich)

e FLU-R, analyticky standard VETRANAL® (Sigma-Aldrich)

e Kultivaéni médium RPMI 1640 (Lonza)

e Kyselina mraven¢i LC-MS LiChropur TM, 97,5 — 98,5 % (Sigma-Aldrich)

e Methanol (VWR Chemicals BDH®)

e Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™)

e Sodno-fosfatovy pufr (c =0,1 M, pH =7,4)

e Ultracistd voda (ddH»O; ptipravena systémem Milli-Q, Millipore, Bedford, MA,
USA)

4.1.3 Biologicky material

e dospélci H. contortus kmene IRE, ISE
e larvy L1 H. contortus kmene IRE, ISE

e vajicka H. contortus kmene IRE, ISE
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4.2 Metodika prace
4.2.1 Priprava roztoki
FLU-D3

Roztok FLU-D3, o koncentraci 1 mM, byl pfipraven rozpusténim vypoctené

navazky standardu FLU-D3 v 5 ml DMSO.

Vypocet navazky FLU-D3: My =316,3 g/mol

V=5ml
c=1mM
m=c-V-M

m = 0,001582 ¢ = 1,582 mg

Sodno-fosfatovy pufr

Sodno-fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH 7,4 byl pfipraven pomoci dvou
roztokd NaHPO4-12H>O a NaH;PO4:2H>0. Roztok Na;HPO4-12H>0 o koncentraci
0,1 M byl ptipraven v odmérné batice rozpuSténim navazky 35,8 g v 1000 ml ddH>O.
Druhy roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 3,9 g v 250 ml ddH>O. Ob¢ slozky
se slévaly za stalého michani na magnetické michacce a za kontroly pH pomoci pH metru,

dokud nebylo dosaZeno pozadované pH 7.,4.

Roztok C pro BCA stanoveni bilkoviny

Pracovni roztok C se piipravil smichanim roztoku A (NaHCO;3;, NaxCOs,
bicinchoninova kyselina v 0,1 M NaOH) s roztokem B (4% CuSO4- 6H>0) v poméru
50:1.
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10% roztok ACN

Pomoci odmérného valce byl naméfen objem 10 ml koncentrovaného ACN

a nasledné ziedéno do 100 ml ddH,O.

Mobilni faze

Pro HPLC-MS analyzu FLU byly pouzity dva roztoky mobilni faze, které¢ byly
pfipraveny pomoci odmérné baiiky o objemu 1 litr. Roztok mobilni faze A byl slozen
z 999 ml ddH20 a 1 ml 0,1% kyseliny mravenci. Druhy roztok mobilni faze B obsahoval
999 ml ACN a 1 ml 0,1% kyseliny mravenci.

4.2.2 Zisk biologického materidlu

Odcervené ovce byly experimentalné infikovany peroralni suspenzi larev tfetiho

vyvojového stadia H. contortus. Byly pouzity kmeny ISE i1 IRE.

Ovce byly usmrceny po sedmi tydnech od podani suspenze larev a z jejich
zaludku, pomoci agarové metody dle van Wyk (1980), byli ziskéni dospélci H. contortus.

Dospélci byli dle morfologickych znaki roztfidéni na samce a samice.

Z trusu infikovanych ovci byla izolovana vajicka H. contortus. Trus byl pomoci
sit prefiltrovan a zbaven tak nejvétSich necistot. Déle byl pouzit SheatherGv cukerny
roztok a byla provedena flotace. Ziskany supernatant byl hodnocen mikroskopicky

v 10 kapkach, poté byl pocet vaji¢ek prepocitan na celkovy objem suspenze.

Larvy (L1) se vylihly zvajicek. Na tic s kohoutkovou vodou o teploté
10-15 °C bylo ponofeno sito o priméru ok 20 um. Na sito byla rozprostifena izolovana
vajicka, kterd se umistila do termostatu pii 27 °C po dobu 24 hodin. Za tuto dobu
se z vajicek vyvinuly larvy stadia L1, které migrovaly z vrstvy vody nad sitem do vody
pod sitem. Voda s L1 byla pfelita do odmérnych nadob a larvy se nechaly sedimentovat
po dobu 2-5 hodin. Sediment larev se ptenesl do 50 ml zkumavky a pomoci mikroskopu

byly larvy spocitany.
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4.2.3 Inkubace H. contortus s FLU

Inkubace dospélcii s FLU probihala ve 24 jamkové mikrotitraéni desticce TPP®
(Sigma-Aldrich). Do kazdé jamky bylo napipetovano 2 ml zivného média RPMI 1640
s 5 uM FLU a vlozeno 10 samic anebo 15 samcu vlasovky slezové. Slozeni zivného
média bylo 0,8 % glukdzy, 0,25 pg/ml amfotericinu B, 10 U/ml penicilinu, 10 pg/ml
streptomycinu a 10 mM pufru HEPES. Takto pfipravené¢ desticky byly vlozeny
do inkubatoru s 10 % CO; a inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po uplynuti
inkubace byli dospélci omyti fosfatovym pufrem a uloZeni do plastovych zkumavek.
Rovnéz bylo odebrano 1,5 ml zZivného média do plastovych zkumavek. Takto ptipravené
vzorky byly uchovany v mraznicce pii -20 °C. Obdobné byly pfipraveny také slepé

vzorky obsahujici kultivaéni médium s dospélci bez FLU.

Inkubace larev a vajicek s FLU probihala ve 24 jamkové mikrotitracni desticce.
Do jedné jamky bylo pfiddno 1998 pl suspenze vody slarvami (suspenze byla
mikroskopicky hodnocena a upravena tak, aby v jedné jamce bylo pfiblizn€ 60 000 larev).
Dale byly pfidany 2 pl zasobnich roztoktit FLU v DMSO o koncentracich 0,5 mM, ImM
a 5 mM. Vysledna koncentrace FLU v jamkach byla 0,5 uM, nebo 1 uM nebo 5 uM.
Ptipravené desticky se nechaly inkubovat 24 hodin pfi teploté 27 °C. Po uplynuti doby
inkubace byla voda odpipetovana a larvy 3x promyty vodou. Opét bylo odebrano
1,5 ml vodni suspenze do plastovych zkumavek. Obdobnym zplsobem probihala
inkubace vajicek s FLU a pftiprava slepych vzorka (biologicky materidl bez FLU).

Takto ptipravené vzorky byly uchovany v mraznicce pii -20 °C.

4.2.4 Homogenizace

Pomoci procesu homogenizace dochédzi krozbiti struktury wvajicek, larev
a dospélct tak, aby vznikla homogenni smés. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 1200 pl
sodno-fosfatového pufru a také 1 ul FLU-D3 jako interni standard. Dale ke vzorkiim byla
pfiddina odmérka homogenizacnich kulicek a vzorky byly homogenizovany

v homogenizatoru celkem ve 3 cyklech (60 m/s).

Po homogenizaci byly vzorky centrifugovany po dobu 5 min pii 5000 x g.

Ze supernatantu se odebralo 50 pl alikvotu ke stanoveni bilkoviny. Vzorky médii a slepé
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vzorky nebyly homogenizovany, doslo pouze k jejich centrifugaci pied samotnou SPE

extrakci.

4.2.5 SPE

Byla provedena extrakce FLU v reverznim modu. Jako polarni elu¢ni ¢inidlo byl
pouzit 100% ACN. K SPE byly pouzity Strata X kolonky (Phenomenex) s nepolarnim
polymernim sorbentem a funk¢éni skupinou zobrazenou na obrazku 11. Tyto kolonky
se vyznacuji zejména svou univerzalnosti pouziti pro polarni i nepolarni analyty

(Phenomenex, 2017).

Obrazek 11: Funkcni skupina SPE kolonky Strata X
(prevzato z: https://phenomenex.blob.core.windows.net/documents/13868f78-

8e68-4¢8f-8¢b7-d36ec8787b93.pdf)

Postup SPE byl nasledujici. Nejdiive se ventily pro kolonky proplachly 1-2 ml
methanolu. Na ventily se nasadila kolonka, kterou bylo potfeba aktivovat, a to pomoci
I ml 100% ACN. Nasledné se kolonka promyla 1 ml ddH,O, aby nedochézelo
k vysrazeni pufru ze vzorku. Na kolonku se nasledné naneslo 900 pl homogenizovaného
vzorku (vajicek, larev, ¢i dospélcil) spoleéné se 2 ml ddH>O. Pii extrakci médii
se nanaSelo 1000 pl vzorku, 1 pl interniho standardu FLU-D3 a také 2 ml ddH:O.
NanaSeni vzorku a néslednéd adsorpce analytu na kolonku probihala bez pouZiti vakua.
Nésledovala faze proplachu, a to 2 ml 10% ACN. Ventily se nechaly volné oteviené, bylo
pouzito vakuum, aby doSlo k odstranéni vétSiny balastnich latek. K nasledné eluci
do sklenénych vialek byl pouzit 1 ml 100% ACN. Vzorky byly dale odpaieny

v koncentratoru po dobu cca 5 hodin pii 30 °C.
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4.2.6 Rozpusténi vzorki

Odpatené vzorky byly rozpoustény ve 30 pl 100% ACN, promichany 5 minut
na rolovaci tiepacce a poté dalSich 5 min rozpoustény v ultrazvukové lazni. Dale bylo
ke vzorktim ptidano 70 ul ddH»O a proces se zopakoval. Vysledny celkovy objem 100 pl
byl prefiltrovan pomoci polytetrafluorethylenovém filtru, o priméru castic 0.22 um,

nasazeném na injek¢ni stiikacku do sklenéné vialky s insertem.

4.2.7 HPLC analyza s hmotnostni detekci

Po filtraci nasledovala samotna analyza vzorkd pomoci HPLC-MS. M¢éteni
probihalo na chromatografu firmy Shimadzu, fady Nexera, ktery obsahuje binarni
pumpu, vakuovy odplynovac, automaticky davkovac¢ temperovany na 15 °C a kolonovy
prostor temperovany na 40 °C. Jako stacionarni fdze byla pouzita Zorbax Bonus RP C18
kolona, o rozmérech 2,1 mm x 150 mm a priméru ¢astic 1,8 um, vhodna pro separaci
bazickych analyti. Kolona obsahuje amidovou skupinu vélenénou do dlouhych
alkylovych fetézcl, ¢imz dochazi ke sniZeni interakci mezi bazickymi slou¢eninami
a silanovym nosicem, a tim je dosazen pozadovany tvar piku i bazickych analytl. Injekéni

objem byl 1 ul.

Analyza probihala v rezimu linearni gradientové eluce a pritoku mobilni faze
0,4 ml/min. Mobilni faze A byla slozena z ddH20 a 0,1% kyseliny mravenci, mobilni
fazeB z ACN a 0,1% kyseliny mravenci. Pribéh gradientové eluce (obr. 12)
byl nésledujici. Prvnich 20 sekund bylo slozeni mobilni faze nastaveno na 20 % mobilni
faze B. Nasledné se 3 minuty zvySoval pomér mobilni faze B a to na 95 %.
Dalsi dvé minuty bylo sloZeni mobilni faze konstantni. Poté doSlo ke sniZeni poméru
mobilni faze B na 20 % a od 6 minut do konce analyzy bylo slozeni mobilni faze

konstantni. Celkova doba analyzy jednoho vzorku trvala 10 minut.
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Obrazek 12: Priibéh gradientové eluce — pomér mobilni faze B

Detekce probihala pomoci hmotnostniho spektrometru Shimadzu LCMS 8030.

Byla vyuzita ioniza¢ni technika ESI v pozitivnim iontovém rezimu. Napéti na kapilaie

bylo nastaveno na 0,5 kV pro FLU-R a 1,5 kV pro FLU a FLU-D3. Teplota tepelné¢ho

bloku dosahovala 400 °C. Jako suSici a nebulizacni plyn byl pouZit dusik. Priitok suSiciho

plynu byl 12 I/min, pritok nebuliza¢niho plynu 2,5 1/min. Jako hmotnostni analyzator

byl pouzit QqQ v rezimu MRM. Koliznim plynem ve Q2 byl argon. Tabulka 2 udava

molekularni vzorec, retenéni ¢as, pomér m/z a vybrané produktové ionty analyzovanych

sloucenin.

Tabulka 2: Molekuldrni vzorec, retencni cas, molekulova hmotnost a vybrané produktové ionty analyzovanych sloucenin

. Prekurzorovy L. .
Sloucenina Molekularni tx [min] jont [M+H]", Produktovy 1(3nt [MfH] ,
vzorec m/z (kolizni energie)
m/z
FLU CisH12FN303 3,82 314,10 281,80 (-22); 122,95 (-39); 94,95 (-50)
FLU-D3 Ci6H12FN305 3,82 317,10 281,90 (-24); 122,85 (-40); 94,95 (-53)
FLU-R CisH14FN303 2,11 316,10 283,95 (-26); 97,00 (-46); 124,90 (-38)
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4.2.8 BCA stanoveni bilkoviny

Principem stanoveni bilkovin je jejich reakce s Cu®" ionty, kdy dochézi
v alkalickém prostiedi k redukci téchto iontd na Cu'*. M&dné ionty poté reaguji
s kyselinou bicinchoninovou (BCA) za vzniku modrofialového komplexu. Koncentrace
bilkovin ze vzorku je pfimo umérna absorbanci (A) a vypocitd se pomoci kalibra¢ni

pfimky.

K sestrojeni kalibracni pfimky byly pfipraveny roztoky hovéziho sérového
albuminu (BSA) o rtzné koncentraci (viz tabulky 3 a 4). Prvni kalibra¢ni roztok

predstavuje slepy vzorek.

Tabulka 3: Kalibracni rada pro vajicka a larvy

Kalibrac¢ni roztok | Koncentrace [pg/ml] | 0,04% BSA [ul] | ddH,O [pl]

1 0 0 100
2 40 10 90
3 80 20 80
4 120 30 70
5 160 40 60
6 240 60 40
7 320 80 20
8 400 100 0

Tabulka 4: Kalibracni rada pro dospélce

Kalibraé¢ni roztok | Koncentrace [pg/ml] | 0,1% BSA [pl] | ddH,O [pl]
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 10 pl kazdého kalibra¢niho roztoku,
ktery byl méfen v triplikatu. Vzorky dospélcti byly fedény 1:1 sodno-fosfatovym pufrem
a nasledné bylo napipetovano také 10 ul vzorku do desticky. Vzorky vajicek a larev
fedény nebyly, do desticky bylo pipetovano opét 10 pl. VSechny vzorky byly méieny
v duplikétu. Ke v§em vzorktim i kalibracnim roztokiim bylo pomoci multikanalové pipety
ptidano 200 pl pracovniho roztoku C. Pro vznik barevného komplexu je idedlni teplota
37 °C, proto se vzorky nechaly inkubovat v termomixéru ve tmé po dobu 30 min.
Po inkubaci byl barevny komplex méien spektrofotometricky pomoci ctecky Spark

pfi 562 nm.
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5. Vysledky

5.1 BCA stanoveni bilkoviny

5.1.1 Kalibrac¢ni primka

Kalibracni roztoky byly méfeny v triplikdtu, mezi kterymi byly variacni
koeficienty < 6 %. Od priiméru absorbanci kalibra¢nich roztoki je odectena absorbance
slepého vzorku (tabulka 5 a 6). Byla sestrojena kalibracni pfimka (obr. 13 a 14)

pro stanoveni koncentrace bilkoviny u vzork vajicek, larev a dospélcti.

Vaji¢ka a larvy

Tabulka 5: Hodnoty absorbanci pro jednotlivé koncentrace kalibracnich roztokii vajicek a larev

Koncentrace BSA [pg/ml] Pramér A Prumer,A po odecteni
slep¢ho vzorku
0 0,106 0,000
40 0,153 0,047
80 0,219 0,112
120 0,282 0,176
160 0,345 0,239
240 0,456 0,350
320 0,578 0,472
400 0,690 0,583
Kalibracni pl"imka y = 0,0015x - 0,0036
0,700 R? = 0,9995
0,600
0500 | e
s e
§ o400 e
2
S
% 0300 e
o=
0200 | g
0100 | .
0,000 ="
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
-0,100
Koncentrace BSA [pg/ml]

Obrazek 13: Kalibracni primka pro stanoveni koncentrace bilkoviny u vajicek a larev
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Dospélci

Tabulka 6: Hodnoty absorbanci pro jednotlivé koncentrace kalibracnich roztokii dospélcii

Koncentrace BSA [pg/ml] Pramér A Prﬁmér,A po odecteni
slepého vzorku

0 0,107 0,000
200 0,304 0,196
400 0,500 0,393
600 0,664 0,557
800 0,887 0,780
1000 1,071 0,964

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

Absorbance

0,200

0,000

200

Kalibrac¢ni primka y = 0,001 + 0,0006
R%=0,9991

400 600 800 1000 1200

Koncentrace BSA [pg/ml]

Obrazek 14: Kalibracni primka pro stanoveni koncentrace bilkoviny u dospélcii
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5.1.2 BCA stanoveni bilkoviny u vyvojovych stadii H. contortus

Vzorky vajicek, larev L1 a dospélct ISE a IRE kmene byly méteny v duplikatu,
mezi kterymi byly variacni koeficienty < 10%. U vzorkl byla proméfena absorbance,
od téchto hodnot odectena absorbance slepého vzorku (tabulka 5 a 6) a podle rovnic
kalibracnich pfimek (obr. 13 a 14) byly vypocitany koncentrace proteinti (tabulky 7, 8,
9). Kontrolni vzorky (K) obsahovaly biologicky materidl (vajicka/larvy/dospélce)
bez FLU.

Vajicka

Tabulka 7: Koncentrace bilkoviny u vajicek H. contortus; *n=8

Koncentrace bilkoviny [pg/ml]
Vajicka
Y Smérodatna Varia¢ni
SO primers odchylka koeficient [%]

ISE-FLU 0,5 109 8 7
ISE-K 153 17 11
IRE -FLU 0,5 96 11 12
IRE — K 100 11 11
ISE-FLU 1 122 14 12
ISE - K 106 22 20
IRE-FLU 1 165 31 19
IRE — K 169 19 11
ISE-FLU 5 116 19 16
ISE-K 96 6 6
IRE-FLU 5 167 17 10
IRE - K 187 12 7
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Larvy

Tabulka 8: Koncentrace bilkoviny u larev H. contortus; *n=6

Koncentrace bilkoviny [pg/ml]
Larvy L1
s FLU [pM] Primér Smérodatna Variacni
odchylka koeficient [%]

ISE-FLU 0,5 70 44 62
ISE-K 74 39 53
IRE -FLU 0,5 64 11 16
IRE-K 81 9 11
ISE-FLU 1 83 22 27
ISE-K 74 39 53
IRE-FLU 1 89 34 39
IRE-K 87 4 4
ISE-FLU 5 55 19 34
ISE-K 63 11 17
IRE-FLU 5 129 15 12
IRE-K 150 40 27

Dospélci

Tabulka 9: Koncentrace bilkoviny u dospélcii H. contortus; *n=6

Koncentrace bilkoviny [pg/ml]
Dospélci ) ] T
PLUSHM | | St | vt

ISE samice 327 58 18
ISE samice — K 406 61 15
ISE samci 223 16 7
ISE samci — K 220 20 9
IRE samice 273 28 10
IRE samice — K 215 18 8
IRE samci 156 20 13
IRE samci — K 144 21 15
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5.2 Stanoveni redukce FLU u H. contortus

5.2.1 Stanoveni FLU-R ve vaji¢kach, larvach a dospélcich

Mnozstvi vytvoieného FLU-R bylo méfeno v homogenatu vajicek, larev
a dospélct H. contortus. Ziskané hodnoty ploch FLU a FLU-R byly vztazeny
na 1 mg proteinu. Néasledn¢ byl stanoven pomér ploch FLU-R/FLU (tabulky 10, 11 a 12).
Hodnoty FLU-R/FLU byly vyhodnoceny parametrickym neparovym T-testem
(obr. 15, 16 a 17), za statisticky vyznamné hodnoty jsou povazovany rozdily od hladiny

vyznamnosti P < 0,05.

Vajicka

Tabulka 10: Pomer ploch FLU-R/FLU u vajicek ISE a IRE kmene s danou koncentraci FLU; *n=8

Metabolit FLU-R
Kmen Substrat
FLU [pM] Primér Smérodatna Variacni
odchylka koeficient [%]
0,5 0,00135 0,00009 6
ISE 1 0,00120 0,00084 70
5 0,00194 0,00023 12
0,5 0,00106 0,00012 12
IRE 1 0,00192 0,00096 50
5 0,00274 0,00068 25
ns *
0.004 —| = 0.5 M
T =3 1M
0.003- - = 5uM
= % %
E. o024 [ 1 T i I %
-
= T 2% %%
- 27
0.001 l 7/ g// %
oooo LA AL 1 VAL 1P
ISE IRE ISE IRE ISE IRE

Obrazek 15: Tvorba FLU-R/FLU u vajicek ISE a IRE kmene

ns =P>0,05 *=P<0,05 **=P<0,01
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Larvy

Tabulka 11: Pomer ploch FLU-R/FLU u larev ISE a IRE kmene s danou koncentraci FLU, *n=6

Metabolit FLU-R
Kmen FS[lJlIl;S[trf\l/}] Smérodatna Varia¢ni
n Pramér* .
odchylka koeficient [%]
0,5 0,05468 0,00950 17
ISE 1 0,01620 0,00371 23
5 0,02882 0,00351 12
0,5 0,02479 0,00418 17
IRE 1 0,04496 0,01424 32
5 0,22250 0,04818 22
*kkkk
0.3+ I
_ =3 0.5uM
=3 1M
7, = 5 },LM
= 0.2 - é%
=
Z
EI %
E %k %k %k %k k %
= 0.1 ,—‘ I—I /
I i %
0.0 T 1 I'T'I f T %
ISE IRE ISE IRE ISE IRE

Obrazek 16: Tvorba FLU-R/FLU u larev ISE a IRE kmene
¥k =P <(0,0]; ***=P<0,001; **** =P <0,0001

Z vysledkti stanoveni FLU-R/FLU je patné, ze u vajicek i larev byla
zaznamenana metabolickd aktivita. Pfi porovnani vajicek a larev vidime, Ze produkce
FLU-R je az 20x vyssi u larvalniho vyvoje. Nejvétsi nartist FLU-R je patrny u larev IRE
kmene s koncentraci FLU 5 uM, které vyprodukovaly az 10x vice FLU-R nez ISE kmen.
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Dospélci

Tabulka 12: Pomer ploch FLU-R/FLU u dospélcit ISE a IRE kmene s FLU 5uM; *n=6

Metabolit FLU-R
LSTEn ikl Primer* Smérodatna Variacni
odchylka koeficient [%]
ISE Samice 0,75802 0,15293 20
Samci 0,32757 0,07571 23
IRE Samice 1,69181 0,22203 13
Samci 0,49150 0,14416 29
2.5+ 3% 3%k %k %k
= Samice
2.0+ _ .
B3 Samci
-
g 1.5
-
— 1.0
= 1
il
0.5
0-0 I
ISE

Obrazek 17: Tvorba FLU-R/FLU u dospélcii ISE a IRE kmene

* = P <0,05; **** =P < 0,000

U dospélych jedinct byla zaznamenana ocekavana metabolickd aktivita, jejich
produkce FLU-R je az 10x vyssi nez u larvalniho vyvoje L1. Pfi porovnani obou pohlavi
vidime, Ze vice metabolicky aktivni jsou samicky. Statisticky vyznamné jsou vSechny

hodnoty FLU-R/FLU vajicek, larev a dospélcti, kromé hodnot vajicek inkubovanych

s 1 uM FLU.
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5.2.2 Porovnani mnozstvi FLU-R v hlisticich kmene ISE a IRE

Tabulka 13 obsahuje primérné hodnoty ploch FLU-R/FLU se smérodatnymi
odchylkami a variacnimi koeficienty pro dand vyvojova stddia ISE a IRE kmene
inkubovanymi s FLU (5 uM). Z obrazku 18 je zifejmé, ze hlistice kmene IRE ve vSech
vyvojovych stadiich vice redukuji FLU nez hlistice kmene ISE. Nejvice metabolicky

aktivni jsou dosp€lé samicky.

Tabulka 13: Pomer ploch FLU-R/FLU vyvojovych stadii ISE a IRE kmene s FLU o koncentraci 5 uM

Metabolit FLU-R
Kmen Stadium Primér Smérodatna Variaéni
odchylka koeficient [%]
Vajicka 0,00194 0,00023 12
ISE Larvy 0,02882 0,00351 12
Samice 0,75802 0,15293 20
Samci 0,32757 0,07571 23
Vajicka 0,00274 0,00068 25
IRE Larvy 0,22250 0,04818 22
Samice 0,32757 0,07571 23
Samci 0,49150 0,14416 29
504 __ O3 Vajicka
L5- ) = Larvy
% B Samice
1.0 ]
o % % B Samci
= 0.5 ) %
S \| an || 4 &
= 0.04 ) /
= 0.03- ol é
0.02-
0.01 :\
0.004 ) »
0.003 / /
0.002 - % %
0.001- |;| é 4
0.000 T T T 1 ] T
ISE IRE ISE IRE ISE IRE ISE IRE

Obrazek 18: Tvorba FLU-R/FLU u vyvojovych stadii ISE a IRE kmene s FLU o koncentraci 5 uM
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5.2.3 Stanoveni FLU-R v médiich

Pomér FLU-R/FLU byl také stanoven ve vodném roztoku, ve kterém
se inkubovala vajicka, larvy a dospélci (tabulky 14, 15) a také v zivném médiu,
kde probihala inkubace dospélych jedinct (tabulka 16). Hodnoty FLU-R/FLU byly

vyhodnoceny parametrickym neparovym T-testem (obr. 19, 20 a 21).
Vajicka

Tabulka 14: Pomér ploch FLU-R/FLU ve vodném roztoku vajicek ISE a IRE kmene s danou
koncentraci FLU, *n=8

Metabolit FLU-R
K Substrat
men FLU [pM] Priimer* Smérodatna Variacni
" odchylka koeficient [%]
0,5 0,00136 0,00024 18
ISE 1 0,00113 0,00051 45
5 0,00151 0,00012 8
0,5 0,00159 0,00075 47
IRE 1 0,00130 0,00025 19
5 0,00238 0,00053 22
0.004- * % %k
ns —I 0.5 uM
= 1 uM
_ 0003 - H
E T ns (77
2 0.002- ]
; T T %/
- 1T B2 — 7
=3
0.001 |+ %
77 /
| %
0.000 N — N —
ISE IRE ISE IRE ISE IRE

Obrazek 19: Tvorba FLU-R/FLU ve vodném roztoku vajicek ISE a IRE kmene
ns =P >0,05 ***=pP<0,00]
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Larvy

Tabulka 15: Pomér ploch FLU-R/FLU ve vodném roztoku larev ISE a IRE kmene s danou
koncentraci FLU; *n=6

) Metabolit FLU-R
Kmen Fsﬁl[l;s[ﬁ;/:] Primér* Smérodatna Variaéni
ramer odchylka | koeficient [%]
0,5 0,03710 0,00931 25
ISE 1 0,06653 0,01116 17
5 0,15231 0,07272 48
0,5 0,04990 0,00584 12
IRE 1 0,08461 0,02625 31
5 0,42097 0,02964 7
sk % 5K
0.5- I
= 05uM
0.4- % = 1M
= % = 5uM
= /
E 0.3 %
- %
= 0.2- ns T %
= * 7
— ] .
0.1- _ % l é
oL A /
. 1 1 1 1 1 1
ISE IRE ISE IRE ISE IRE

Obrdazek 20: Tvorba FLU-R/FLU ve vodném roztoku larev ISE a IRE kmene
ns =P>0,05 *=P<0,05 ***=P<0,001]
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Dospélci

Tabulka 16: Pomer ploch FLU-R/FLU v zivném médiu dospélcii ISE a IRE kmene
s FLU o koncentraci SuM; *n=6

Metabolit FLU-R
Kmen Pohlavi Primeér* Smérodatna Variaéni
odchylka koeficient [%]
ISE Samice 0,03220 0,00865 27
Samci 0,04638 0,02775 60
IRE Samice 0,08536 0,02180 26
Samci 0,07176 0,05119 71
ns
0.15 * %k = Samice
3 Samci
= 0.10-
=
E' _
=)
= 0.05-
T
1
0.00 ; % . 7

ISE IRE ISE IRE

Obrazek 21: Tvorba FLU-R/FLU v zivném médiu dospélcii ISE a IRE kmene
ns =P >0,05 *=P<0,01

Vysledky statického testu médii ukazuji, Ze se jedna o daleko méné statisticky
vyznamné hodnoty FLU-R/FLU. Za statisticky vyznamné nelze povazovat hodnoty
vajicek inkubovanych s 0,5 a 1 uM FLU, larev inkubovanych s 1 uM FLU a také hodnoty
dospélych samct. Viceméné stejné mnozstvi FLU-R/FLU, jako u vodného roztoku larev,

bylo stanoveno také v zivném médiu dospélych jedincil.
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5.2.4 Porovnani mnozZzstvi FLU-R v médiich od hlistic kmene ISE a IRE

Primérné hodnoty ploch FLU-R/FLU se smérodatnymi odchylkami a varia¢nimi
koeficienty pro vodni roztoky a zivna média s FLU o koncentraci 5 uM, ve kterych
probihaly inkubace vajicek, larev a dospélcti, jsou obsazeny v tabulce 17. Z obrazku 22
je patrné vyssi mnozstvi FLU-R v médiich vSech vyvojovych stadii kmene IRE oproti

médiim od kmene ISE.

Tabulka 17: Pomer ploch FLU-R/FLU vodnich suspenzi a Zivnych médit ISE a IRE kmene
s FLU o koncentraci 5 uM

Metabolit FLU-R
Kmen | Stidium .+ | Smérodatna Variaéni
Prumér .
odchylka | koeficient [%]
Vajicka 0,00151 0,00012 8
ISE Larvy 0,15231 0,07272 48
Samice 0,03220 0,00865 27
Samci 0,04638 0,02775 60
Vajicka 0,00238 0,00053 22
IRE Larvy 0,42097 0,02964 7
Samice 0,08536 0,02180 26
Samci 0,07176 0,05119 71
0.5 3 Vajicka
0.4- % B3 Larvy
0.3 / = Samice
0.2 i[ / =3 Samci
= 7
= 0.1- %
= 1 A = % s
E‘ 0.004 T
: mn
B 0.003- 5 / /
0.002 . _ %
0.001- ﬁ 7 ; ?
0.000 T 1 T f T 1 T 4_
ISE IRE ISE IRE ISE IRE ISE IRE

Obrazek 22: Tvorba FLU-R/FLU u vodnich suspenzi a zZivnych médii ISE a IRE kmene s FLU o koncentraci 5 uM
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6. Diskuse

Gastrointestinalni parazit malych prezvykavct Haemonchus contortus zpisobuje
onemocnéni haemonchdzu, jejiz terapie je zalozena na podavani anthelmintik.
Mezi nejvice uzivand anthelmintickd 1éCiva patii benzimidazoly, jejichz jednim
ze zastupcu je 1 nami studované 1é¢ivo FLU. Terapii haemonchozy a jinych onemocnéni
zpusobenych parazitickymi hlisticemi komplikuje fenomén rozvijejici se rezistence
hlistic vici tcinku 1é¢iva. Existuje vice zpusobu, jak se hlistice dokaze branit Gcinku
benzimidazolti. Mezi farmakodynamické mechanismy rezistence patifi zejména
schopnost hlistice snizit vazbu benzimidazolli na B-tubulin. Diky jednonukleotidovym
polymorfismiim dochéazi v rezistentnich kmenech ke zméné struktury p-tubulinu.
Tento mechanismus rezistence byl také popsan u larvalniho vyvoje L3 vlasovky slezové

(Kotze et al., 2011).

Mezi farmakokinetické mechanismy rezistence patii zvysSeni biotransformace
(fj. deaktivace) 1é¢iva. Hlavni reakci prvni faze biotransformace FLU u H. contortus
je redukce karbonylové skupiny FLU za vzniku méné ucinného metabolitu, FLU-R
(Vokial et al., 2012). Redukce probihda pravdépodobné pomoci biotransformacnich
enzymi z nadrodin SDR a AKR (Stuchlikova et al., 2018). Zatimco schopnost dospélcti
H. contortus redukovat FLU je jiz dlouho znama (Vokial et al., 2012), redukce

FLU nebyla studovéna u nizsich vyvojovych stadii.

Vyvojovy cyklus vlasovky slezové je rozdélen do tii hlavnich stadii, a to vajicek,
larev a dospélych jedinct. Vajicka 1 larvy se bézné setkavaji se sub-letalnimi davkami
FLU v exkrementech a v pid€ na pastvé oSetfenych zvifat, avSak jejich schopnost
redukovat FLU nebyla dosud popsana. Zjisténi této schopnosti u vajicek a larev vlasovky
slezové a porovnani kmene citlivého a rezistentniho mlZe napomoci k pochopeni

mechanismu rezistence a v celkovém boji proti rozsifujici se anthelmintické rezistenci.

V experimentu byly pouzity vajicka, larvy vyvojového stidia Ll
a dospéli jedinci ISE a IRE kmene. Vajicka a larvy byly inkubovany se tfemi riiznymi
koncentracemi FLU (0,5; 1; 5 uM). Dospéli jedinci, z divodu nedostatku biologického
materialu, byli inkubovani s jednou koncentraci FLU (5 uM). Pfi testu lihnuti vajicek
bylo mozno pouzit vice koncentraci FLU. Protoze vykazoval FLU o koncentraci 5 pM

ovicidni tc¢inek u 33 % vajicek, nebyly zvoleny vyssi koncentrace, ale pravé 5x a 10x
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mensi. Vajicka byla méfena v osmi biologickych replikatech, larvy a dospélci v Sesti
replikatech. Rovnéz byly pfipraveny kontrolni vzorky, které obsahovaly biologicky
materidl bez substratu FLU. Pfed samotnou analyzou byly vSechny vzorky upravovany
za pouziti SPE metody a nasledné¢ pomoci HPLC-MS/MS byl stanoven pomér FLU-R

ku parentnimu lé¢ivu FLU.

Hodnoty FLU-R/FLU byly statisticky vyhodnoceny v programu GraphPad Prism
pomoci parametrického neparového T-testu. U vaji¢ek a larev byl porovnan ISE a IRE
kmen v ramci jedné koncentrace substratu FLU. U dospélct byl porovnan ISE a IRE

kmen samicek a samcu.

Z vysledkt stanoveni FLU-R/FLU ve vyvojovych stadii je ziejmé, ze béhem
vyvojového cyklu dochazi k postupnému zvySovani produkce FLU-R. Nejvice
metabolicky aktivni jsou dospélé samicky H. contortus a ve vétsin€ piipadi
byl zaznamenan nartist FLU-R u IRE kmene oproti kmene ISE. V homogenatu dospélych
jedinct se vyskytuje az 10x vice FLU-R oproti jejich médiu. Rozdil v mnozstvi FLU-R

mezi homogenaty vajicek ¢i larev a jejich vodném roztoku je minimdlni.

Kontakt niz8ich vyvojovych stadii se sub-letdlnimi davkami FLU v exkrementech
a v padé¢ by mohl vést krozvoji zvySené schopnosti deaktivovat FLU redukci
karbonylové skupiny vlivem zvysené exprese karbonylreduktaz. Stérbova et al. (2023)
prokdzala, Ze nejvétsi expresi vétSiny vybranych SDR enzymt projevuje larvalni stadium
vlasovky slezové. Tim bylo poukazéno na dilezitou funkci téchto enzymi béhem Zivota
larev ve vnéj$im prostiedi. Pravé diky zvysSené expresi SDR se larva mize chranit
pfed reaktivnimi karbonyly 1 proti anthelmintickému uU¢inku FLU. S velkou
pravdépodobnosti by s 1ékovou rezistenci mohly byt spojeny geny SDR1, SDRI12,
SDR13, SDR16, protoZe exprese téchto SDR je konzistentné zvySena ve vétsSiné stadii

vlasovky slezové rezistentniho kmene IRE oproti citlivému kmeni ISE.

Kromé SDR byly u H. contortus studovany enzymy z nadrodiny CYP, které hraji
dilezitou roli hlavné v oxidac¢nich pfeménach xenobiotik. U hlistic byla prokazana ti¢ast
CYP34 a CYP35 v metabolismu xenobiotik a 1ékové rezistenci. Exprese téchto enzymi
byla také stanovena v rtiznych vyvojovych stadii vlasovky slezové. Nejvyssi exprese
veétSiny enzymu nadrodiny CYP byla zaznamenéna v larvalnim stadiu. Pouze nizkd

exprese téchto enzymu byla zjisSténa u H. contortus ve stadiu vajicek (Laing et al., 2015).
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Studie Gigliotiho et al. (2022) zjistila, ze larvalni stddia vlasovky slezové (L1)
jsou schopna se podilet na aktivnim bunééném efluxu léCiva, napt. ivermektinu,
prostiednictvim P-glykoproteini. JelikoZ nejvyssi expresi P-glykoproteinti prokazovaly
prave larvy L1, eflux 1é¢iva je tak potenciondlnim mechanismem rezistence hlistice viici
nékterym anthelmintikiim. Celkové znalosti o mechanismech rezistence bchem
ontogenetického vyvoje hlistic jsou vSak znacné omezené a je zapotiebi se problematice
1 nadale vénovat. Rovnéz je tfeba intenzivné hledat nova Ié¢iva u¢inna i proti rezistentnim

kmeniim vlasovek a také cesty, jak vyvoj Iékové rezistence omezit.

Jednou z alternativnich strategii k 1é¢bé haemonchézy a k omezeni 1ékové
rezistence u vlasovky slezové patii pouziti 1é¢ivych rostlin. Studie od Varadyové et al.
(2018) porovnavala 13 1é¢ivych rostlin typickych pro sttedni Evropu. Mezi né patiil také
pelyn¢k pravy, ktery vykazoval nejvyznamnéjsi anthelmintické ucinky v testu lihnuti
vajicek i v testu vyvoje larev. Navic bylo zjisténo, ze vys$si ovicidni a larvicidni aktivitu
vykazovaly vodné extrakty rostlin oproti methanolovym extraktiim. Dale byla zkoumana
také spigelie 1ékarské (Aratjo et al., 2017). Frakce listovych proteint spigelie 1¢katské
vykazovala inhibi¢ni G€inek na lihnuti vaji¢ek vlasovky slezové. Oproti tomu nejvyssi
inhibi¢ni u¢inek na migraci larev vykazovala frakce proteinii ze stonku a kotene spigelie.
Vysledky naznacuji, Ze proteiny ze spigelie 1€katrské predstavuji slibné anthelmintické
lécivé latky proti vyvojovym stadiim vlasovky slezové. Vyuziti 1éCivych rostlin
k prevenci €i 1écbé haemonchozy by bylo pifinosné jak z hlediska omezeni rozvoje

rezistence, tak 1 z hlediska snizeni kontaminace Zivotniho prostiedi syntetickymi 1é¢ivy.
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7. Zavér

V teoretické casti této diplomové prace byl popsan vyvojovy cyklus hlistice
H. contortus a objasnéna problematika haemonchézy a jeji terapie, rezistence hlistic vici
anthelmintikiim a ulohy reduktdz. Rovnéz byla zpracovéana teorie extrakce SPE,

zabyvajici se zejména vyvojovymi trendy, a teorie analytické metody HPLC-MS/MS.

V experimentalni ¢asti byly:

e Uspdsné izolovany vajicka a larvy L1 H. contortus kmene ISE a IRE z trusu ovce
domaéci. Dospé€lci byli izolovani z zaludku ovee domaci.

e Inkubovany vaji¢ka a larvy L1 se tfemi riznymi koncentracemi FLU.

Inkubace dospélcii probihala s jednou koncentraci FLU.

e Stanoveny poméry mnozstvi FLU-R a FLU v biologickych vzorcich 1 ve vzorcich
medii pomoci HPLC-MS/MS.

e Porovnany schopnosti jednotlivych vyvojovych stadii redukovat FLU. Podafilo
se prokazat metabolickou aktivitu vajicek i larev H. contortus obou kment.
Nejvice FLU-R dokézaly vyprodukovat dospélé samicky, jedna se tak o nejvice
metabolicky aktivni stddium vyvoje této hlistice.

e Rovnéz byla porovnana schopnost redukovat FLU mezi kmeny ISE a IRE.

Ve vétsing pripadi produkoval IRE kmen vice FLU-R nez kmen ISE
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8. Seznam zkratek

e 2D IT — linearni iontova past

e 3D IT — sférické iontova past

e A —absorbance

e ACN - acetonitril

e AKR - aldo-ketoreduktazy

e APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
e APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku

e Asn— asparagin

e BCA — kyselina bicinchoninova

e BSA —hoveézi sérovy albumin

e CBR - karbonylreduktaza

e CI - chemicka ionizace

e (NS — centralni nervova soustava

e CO; — oxid uhlicity

e CuSOs' 6H20 — siran méd’naty hexyhydrat

e CYP - cytochrom P

e ddH>O — ultracista voda

e DMSO - dimethylsulfoxid

e DNA — deoxynukleova kyselina

e EI - elektronova ionizace

e ESI - ionizace elektrosprejem

e FLU — flubendazol

e FLU-D3 — deuterovany flubendazol

e FLU-R —redukovany flubendazol

e GST — glutathion-S-transferaza

e HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
e ICR —iontova cyklotronova rezonance

e [RE — kmen rezistentni na benzimidazolova anthelmintika
e ISE — kmen citlivy na anthelmintika

e Lys—lysin

e MALDI - ionizace desorpci laserem za casti matrice
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MRM - selektivni zdznam vice reakci

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — hmotnostni detekce v tandemu

NaxCOj3 — uhli¢itan sodny

Na;HPO4- 12H>0 — hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NaH;PO4-2H,0 — dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
NaHCOs3 — hydrogen uhlicitan sodny

NaOH - hydroxid sodny

NP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie s normalnimi fdzemi
Orbitrap — elektrostaticka orbitralni past

Ql, Q2, Q3 — prvni, druhy a tteti kvadrupol

QqQ — trojity kvadrupol

RP-HPLC — vysokot¢inna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi
SCAN - skenovaci zdznam hmotnostniho spektra

SDR — dehydrogendzy/reduktazy z kratkym fetézcem

Ser — serin

SIM — staticky zaznam hmotnostniho spektra

SPE — extrakce na pevnou fazi

SPME — mikroextrakce na pevné fazi

SRM - selektivni zdznam jedné reakce

TOF — analyzator doby letu

Tyr — tyrosin

UDP — uridindifosfat

UGT — UDP-glykosyltransferazy

UHPLC — ultra-u¢inna kapalinovéa chromatografie

n-SPE-PT — mikro-SPE ve $pickach pipet
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