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ABSTRAKT

Haemonchus contortus (vlasovka slezova) je parazitem menSich prezvykavcQ,
hlavné ovci a koz. Zplsobuje onemocnéni zvané haemonchédza, jehoz hlavnim
pfiznakem je anémie, ktera muzie skoncit az smrti zvifete. Pro lécbu tohoto
onemocnéni se pouzivaji anthelmintika. Tato |éciva ale prestavaji byt ucéinnd, protoze
na né vznikd rezistence. Haemonchéza se proto stava velkym celosvétovym
problémem. Z toho dlvodu je nutné hledat nova anthelmintika s novym mechanismem

ucinku.

V této praci byly zkoumany potencidlni anthelmintiké ucinky novych derivat(
kyseliny benzhydroxamové, OMK3 a OMK4. Cilem prace bylo zjistit, jestli tyto latky
maiji ucinek na vajicka, larvy a dospélce H. contortus, porovnat jejich Gcinek na citlivém
a rezistentnim kmeni H. contortus a testovat jejich potencidlni toxicitu na jatrech ovci.
Ktémto uceldm byla izolovdna vajicka, larvy a dospélci H. contortus, pfipraveny
precizni tkdnové fezy z ovcich jater a pouzity testy: lihnuti vajicek, sledovani motility

a stanoveni koncentrace ATP bioluminiscenc¢ni metodou.

Vysledky ukazaly, Ze derivaty OMK3 a OMK4 nemaiji zadny ovicidni ucinek. Byl
prokazan signifikantni ucinek na viabilitu xL3 larev a dospélct ISE kmene H. contortus,
naopak derivaty nemély zadny vliv na viabilitu xL3 larev WR kmene a motilitu xL3 larev
ISE kmene. Derivaty také nemaji toxicky ucinek na ovéi jatra. Experimenty je vSak
potfeba zopakovat a dodélat nékteré testy na WR kmeni, které nebyly provedeny

z dlvodu nizkého poctu ziskanych jedincu.

Klicova slova: H. contortus, haemonchdza, OMK3 a OMK4, |é¢ba, vyvoj, testovani



ABSTRACT

Haemonchus contortus is a parasite of smaller ruminants, mainly sheep
and goats. It causes a disease called haemonchosis, the main symptom of which is
anemia, whitch can lead to the death of the animal. Anthelmintics are used to treat
this disease. However, these drugs have become ineffective due to resistance
developing against them. Haemonchosis is thus becoming a significant global problem.
Therefore, it is necessary to search for new anthelmintics with a new mechanism of

action.

In this study, the potential anthelmintic effects of new derivates
of benzhydroxamic acide, OMK3 and OMK4, were investigated. The aim of this study
was to determine whether these substances have an effect on eggs, larvae and adults
of H. contortus, and to compare their effects on sensitive and resistant strains
of H. contortus and to test their potential toxicity on sheep livers. For this purpose,
eggs, larvae and adults of H. contortus were isolated, precision-cut liver slices
from sheep were prepared, and the following tests were used: egg hatch test,
monitoring of motility and determination of ATP concentration by bioluminiscence

method.

The result showed that derivates OMK3 and OMK4 do not have ovicidal activity.
A significant effect was observed on the viability of xL3 larvae and adults
of the ISE stran of H. contortus; however, the derivates had no effect on the viability
of xL3 larvae of the WR strain and the motility of xL3 larvae of the ISE strain.
The derivates also do not have an effect on sheep’s livers. However, the experiments
need to be repeated and some tests need to be completed on the WR strain

due to the low number of individuals obtained.

Key words: H. contortus, haemonchosis, OMK3 and OMK4, treatment, development,

and testing



1. UVOD

Hlistice vlasovka slezovd (Haemonchus contortus) je parazit, ktery zplsobuje
onemocnéni zvané haemonchdza. Toto onemocnéni postihuje prezvykavce
(napf. ovce, kozy atd.). JelikoZ H. contortus je krev sajici parazit, tak hlavnim pfiznakem
onemocnéni je anémie. Zvitata ddle trpi podkoznimi otoky zejména tzv. bottle jaw,
jsou slaba, mdlo ji a trpi hypoproteinémii. Ovcim také vypadava vina. Pfiznivymi
podminkami pro vyvoj a prenos vlasovky je vihko a teplo, proto toto onemocnéni
mUlzZeme nejcastéji najit v tropickych a subtropickych oblastech. Nanestésti se ale
vlasovka zacala pfizpUsobovat i chladnéjSimu podnebi v Evropé, proto je ¢im dal vétsi
hrozbou. Vétsi hrozbou je i z dlivodu jeji ¢astéjsi rezistence k rGznym anthelmintikiim.
Z toho dlvodu je potfeba vyvijet nova anthelmintika nebo hledat nové alternativni
zpUsoby ochrany jako napf. vakcinace (Adduci et al., 2022; Besier et al., 2016;
Carson et al., 2023; Dyk et al., 1972; Erhardovad a Miller, 1953a; Jabar Jasim et al.,
2023; Zajickova et al., 2020).

Proces vyvoje nového |éciva se skladd z mnoha krokud. Nejdfive se musi najit 1é¢ivo
s aktivitou proti H. contortus a ndsledné se méfi jeho toxicita, farmakodynamické
a farmakokinetické parametry. DalSim dualezitym krokem je testovani hepatotoxicity.
Poté je potfeba stanovit uUcinnost potencidlnich anthelmintik. Ta se stanovuje
na zakladé testovani Zivotaschpnosti H. contortus. Mezi tyto testy patfi napr. test
na snizeni poctu vajicek (FECRT), test lihnuti vajicek (EHT), test vyvinu larev (LDT), test
motility/migrace (LMIA) a stanoveni koncentrace ATP bioluminiscenéni metodou

(Nguyen et al., 2021; Zajickova et al., 2020).

Diagnostika haemonchdzy zavisi hlavné na klinickych ptiznacich napf. podkozni
edémy a anémie. Pro viditelné znamky anémie byl pro diagnostiku vyvinut systém
FAMACHA, ktery haemonchdzu urcuje na zakladé zbarveni spojivek zvirete. Dale lze
prohlédnout stolici na pfitomnost vajicek parazita (Besier et al., 2016; Carson et al.,

2023).



2. TEORETICKA CAST

2.1 Haemonchus contortus

2.1.1 Taxonomie

Haemonchus contortus neboli vlasovka slezova zplisobuje onemocnéni zvané
haemonchéza (Erhardova a Miiller, 1953a). Hostitelem vlasovky je ovce, skot, koza,

muflon, srnéi zvér a dalsi prezvykavci (Dyk et al., 1972).

Vlasovku tadime mezi cizopasné helminty z tfidy hlistice (Nematoda)

(Rysavy, 1989).

Tabulka ¢. 1 Taxonomie

Kmen Scolecida

Podkmen Nemathelminthes/oblovci
Trida Nematoda/hlistice

Podtrida Secernentea (dfive Phasmida)
Rad Rhabditida

Podrad Strongylata

Celed Trichostrongylidae/vlasovci
Rod Haemonchus

Zdroj: (Rysavy, 1989)

2.1.2 Epidemiologie

Vlasovka se nejéastéji nachazi v oblastech tropického a subtropického pasu,
diky ptiznivym podminkam (teplo a vlhko) pro preziti volné Zijicich stadii H. contortus.
Mezi tropické oblasti vyskytu patfi napt. jizni Indie, stfedni Afrika nebo severni oblast

Jizni Ameriky. Naopak mezi subtropické oblasti vyskytu patfi Australie, jizni Afrika,
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Jizni Amerika nebo jizni oblast Severni Ameriky. Pfes |éto a na podzim jsou vhodné
podminky pro preziti larev i v Evropé (Besier et al., 2016b; Carson et al., 2023;

Hoberg a Zarlenga; 2016).

Teplé pocasi a nasledné vihko v mirném pdsmu zpuUsobuje sezénnost vyskytu
haemonchézy. Vajicka se za téchto idealnich podminek, pfi minimdlni teploté
10 - 11°C, rychle lihnou a infek¢ni larvy L3 pak zpUsobi nakazu. K nejvétSimu ndrlstu
poctu nakazenych jedincl dochazi v srpnu a zafi, jak je znazornéno v obrazku ¢.1. Podle
vyzkumu ve Velké Britanii se stale ¢astéji mizeme s hemonchdzou setkat i v listopadu

a prosinci (Carson et al., 2023; Emery et al., 2016).

Obrazek €. 1 Sezdénnost diagndz Haemonchus contortus, VIDA (Veterinary investigation data

analysis) data 2002-2022

250 —

217 o1q

200 —

150 =

100 —

Mumber of cases

50

Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Zdroj: (Carson et al., 2023)
Vysvétlivky:
e na osey pocty pripadi
e na ose x mésice od ledna do prosince

Parazit se Sifi pfes pastviny a vodu, kterd obsahuje larvy infekéniho stadia.
Hostitel se tedy mizZe nakazit pozienim larev v potravé nebo pitim vody napf. z kaluzi

(Dyk et al., 1972).
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2.1.3 Morfologie

Obrazek €. 2 Anatomie cerva

Vajicka maji velikost 68-90 x 40-50 um.

Jejich délenim vznika 8-16 blastomer se svétlymi

)

D
l

stfredy (Dyk et al., 1972).

A
N

M\
0

Dospéli cervi jsou Sstihlého podlouhlého

I
il

wWv VA S oo

tvaru. Nachdazi se ve slezu, kde jsou pfisati

T

—

ke sliznici ve vysokych poctech (viadu nékolika J

Anterior end of Male
tisic). Povrch téla maji pokryty podélnymi hifebeny
tvofenymi kutikulou (Erhardovd et al., 1953b;

Slathia et al., 2019).

Maji  rGZové zbarveny travici aparat

od nasaté krve. ZaZivaci soustava zacind malymi /;

usty se zubem zvanym lanceta, oesophagus je

kyjovity. Na bocnich stranach cervikalni oblasti Posteriorend of mate Vulvar region of Female

se nachazi dvé cervikalni papyly (Dyk et al., 1972; Slathia et al., 2019).

Zdroj: (Mir et al., 2013)
Vysvétlivky: vlevo nahore je obrdzek pfedniho konce samecka, vpravo nahore zadniho konce
samicky, vlevo dole zadniho konce samecka a posledni obrdzek vpravo dole je predni konec
samicky.

Obrazek €. 3 Haemonchus contortus

Zdroj: (Vokral, 2021)

Samci jsou pramérné dlouzi okolo
12-22 mm. Predni konec maji zuZujici se do Spicky.
Ocasni konec je asymetrického tvaru burzy

se tfemi laloky. Dale maji samci pfitomny i hibetni

lalok a dva lépe vyvinuté postranni laloky. Na jejich
téle Ize najit i dva bodce dlouhé asi 0,32 mm. Ritni otvor je od ocasniho konce

ve vzdalenosti asi 0,36 mm (Dyk et al., 1972; Slathia et al., 2019).
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Samice jsou o néco delsi nez samci, jejich primérnda délka je okolo 18-30 mm.
Zadni i predni konec maji samicky zuZeny, ocasni konec navic neobsahuje pater.
Zazivaci aparat je spiralovité obtocen bilymi vajecniky. Tyto dvé soustavy (zaZivaci
a pohlavni) prosvitaji a davaji tak samiéce typicky vzhled. Vulva vychazi na povrch
ostrym zakoncéenim asi 3-4,5mm od konce téla (Dyk et al., 1972; Erhardova et al.,

1953b; Slathia et al., 2019).

2.1.4 Vyvojovy cyklus

H. contortus patfi mezi geohelminty spfimym Zivotnim cyklem bez

mezihostitele. Jeho hostitelem jsou prezvykavci (RySavy, 1989).

Vyvojovy cyklus zadind nakladenim vajicek sami¢kami ve slezu. Vajicka vyjdou
ven spolu s vykaly hostitele. Na vzduchu vajicka rostou, zraji a do deseti hodin zarodek
nabude trojndsobku své velikosti. Po dvanacti hodinach stale pokracuje vyvoj, ale rlst
se pozastavi. Vyvoj vajicka v larvu zavisi na teploté a vlihkosti. Pti 26 °C a 100% vlhkosti
se vajicko vyvine a vylihne v larvu stadia 1 (L1) za 14-17 hodin (Ashraf a Prichard, 2014;
Erhardova et al., 1953b; RySavy, 1989).

Larva L1 se dvakrat svlékd. Po prvnim svlékani vznika larva L2 a po druhém larva
L3. Treti larvarni stadium L3 je stadium invazni/infekéni. Hostitel se nakazi infekénim
stddiem na pastvé predevsim po desti, nebo kdyzZ je rosa. L3 maji vtéchto vlhkych
podminkach moznost pohybovat se do okoli a vzhliru po mokré travé. Vyvoj L3 stadia
pokracuje v travicim traktu hostitele. Po pohlceni hostitelem se L3 méni ve stadium L4,
pres které se vlasovka slezova preménuje v dospélce. Dale dochazi ke kopulaci
a oplodnéni samicky, ktera klade vajicka. Samicka dokaze naklast 5000-15000 vajicek
denné (Ashraf a Prichard, 2014; Emery et al., 2016; Erhardova et al., 1953b; Rysavy,
1989).

Vyvoj vinvazivni larvu trvd okolo péti-Sesti dnlG. Vyvoj v dospélce
v gastrointestindlnim traktu hostitele trva okol patnacti dn(. Invazivni larva pronika
do epitelu Zaludku, kde se svléka a dospiva. Prlinik vyvolava na sliznici zanéty, krvaceni
a objeveni vystouplych uzlikG. Z vystouplych uzlikd cerv vylézd a uzliky ndasledné

zanikaji (Erhardova a Miiller, 1953a).
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Obrazek €. 4 Zivotni cyklus Haemonchus contortus
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Zdroj: (Dansou et al., 2021)
Vysvétlivky:

eV horni poloviné obrdzku je parazitickd fdze endogenni (zvife), ve spodni

poloviné obrdzku je parazitickd fdze exogenni (pastvina).

e Ovce =2 vajicka ve vykalech 2 L1 = L2 =2 opldstény L3 = nahy L3 2 L4 >

nezraly dospélec 2 dospéld samicka a samecek.

2.1.5 Hypobidza

Drive prezilo zimni ro¢ni obdobi jen malo volné Zijicich larev. Vlasovka se proto
prizplUsobila, aby byla schopna prezit zimu za podminek, které jsou nevhodné pro jeji
prenos. Vyuzila k tomu proces zvany hypobidza neboli inhibice vyvoje larev. K inhibici
dochdzi u raného stadia L4 (HcL4). Velkou roli pro vznik inhibované larvy hraje dlouha
doba mezi dokoncenim vyvoje larvy do infekéniho stadia a pozfenim hostitelem. Dalsi

roli hraje rezistence hostitele vici infekci. K rezistenci mlze dojit tfeba diky vysoké
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expozici hostitele novym larvam. Na jare inhibované larvy obnovi svij vyvoj. Obnovu
vyvoje inhibovanych larev spousti brezost samic. Obcasné dfivéjsi dozrani
inhibovanych larev mlze vyvolat vypuknuti zimni haemonchdézy (Carson et al., 2023;

Emery et al., 2016).

2.1.6 Infekce a symptomy

NejdullezitéjSimi priznaky infekce H. contortus jsou vyvolany sanim krve
parazitem. Dospély Cerv dokaze vysat az 50 pl krve denné. Mezi pfiznaky nemoci proto
fadime anémii, kterd se projevuje bledosti sliznic. Anémii Ize také poznat pomoci
zmény barvy spojivek. Spojivky mlZzou mit pres normdlni cervenoridzZovou
az k extrémné bilé barvé. Posledni pfipad zbarveni spojivek se objevuje pti termindlnim
stddiu. Zaroven dochazi ke zménam i v dalSich hematologickych parametrech jako
napf. k poklesu erytrocytid a celkovému poctu leukocytl, lymfocytl a neutrofild.
K poklesu lymfocytl a neutrofilil dochazi z dGvodu vétsiho putovani a hromadéni bilych
krvinek ve slezu, kde se nachazi cervi. Naopak se u nemocnych zvifat mizeme setkat
se zvySenym poctem eozinofill (Adduci et al., 2022; Besier et al., 2016a;

Jabar Jasim et al., 2023).

Se ztratou krve a se snizenym pfijmem potravy také souvisi hypoproteinémie
(snizeni albuminu a celkového proteinu), kterd se muzZe projevit bfiSnim edémem

(Besier et al., 2016a; Jabar Jasim et al., 2023).

U haemonchdzy je také zaznamenano zvySeni enzyma alkalické fosfatazy (ALP),
aspartataminotransferdzy (AST) a alaninaminotransferazy (ALT). Kjejich zvySeni

dochdzi nasledkem poskozeni sliznice napadené larvami (Jabar Jasim et al., 2023).

Ve vykalech lze najit stopy po okultnim krvaceni, ale haemonchdza nezplsobuje
prGjem, vykaly jsou tedy tvrdé a drzi tvar. Zvifata maji podkoZni otoky (zejména
podcelistni edém ,bottle jaw”) a nizsi schopnost snaset zatéz. Pfi nadkaze dochazi

i k hubnuti. U ovci dochazi ke ztraté viny (Adduci et al., 2022; Besier et al., 2016a).

V pfipadech zavainé infekce trpi zvife tézkou anémii a vétSinou nakazu

neprezije (Besier et al., 2016a).
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2.1.7 Diagndza

K diagnostice haemonchdzy se vyuZzivaji klinické priznaky napf. podkozni edémy

FAMACHA
ANAEMIA GUIDE

Obrazek ¢. 5 FAMACHA

Zdroj: (Lewandowski, 2012)

Vysveétlivky:

a sledovani anémie. Dale se muZe prohlédnout stolice,
ve které lze najit vyssi pocet vajicek. Pfi ndlezu vajicek
pomoci mikroskopické techniky Ize vynést pouze podezreni
na infekci H. contortus ale ne presnou diagndzu
a identifikaci, jelikoZ vajicka si jsou pfiliS podobna s vajicky
dalSich hlistic. Kuplnému potvrzeni diagnézy slouzi

posmrtnad pitva (Carson et al., 2023).

Systém FAMACHA byl vyvinut v Jizni Africe. Pouziva
se jako rychly diagnosticky indikator pro viditelné znamky
anémie. K diagnostice se vyuZivd pét standardizovanych
barev, které se porovnavaji se zbarvenim spojivek zvirete.
Systém byl vyvinut z dGvodu, aby se sniZila rezistence
vuci anthelmintikim a 1é¢ba se mohla podat jen
postizenym zvifatlm ve skupiné namisto celému stadu.

(Besier et al., 2016a; Pereira et al., 2016).

e Zbarveni spojivek od cervené po bilou barvu:

o Cervend barva — optimdini (ddnd ddvka)

o RuZovd — hraniéni (ddvka?)

o Bild barva —smrtelna davka!!!

2.1.8 Prevence a terapie

NejCastéji se klécbé infekci zplsobenymi gastrointestindlnimi nematodami

vyuzivaji Sirokospektra anthelmintika imidazothiazoly, benzimidazoly, makrocyklické

laktony (Parvin et al., 2023). Pokud je zvife nakaZzeno pouze H. contortus, je vhodnym
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anthelmintikem klosantel, pokud je zvife nakaZeno vice gastrointestinalnimi parazity,
musi se pouzit Sirokospektrd anthelmintika. DalSim znamym anthelmintikem
vyuzivanym k [éCbé haemonchdézy je monepantel. PouZivda se hlavné
u multirezistentnich pripadd, avsak i na toto anthelmintikum uz byly prokazany pripady

rezistence (Carson et al., 2023; Niciura et al., 2020).

Jako nejéastéji vyuzivand strategie k terapii jsou vyuZivana pravé anthelmintika,
ktera maji ale nékolik nevyhod: ¢im dal ¢astéji objevujici se rezistence nebo ekotoxické
ucinky. Proto je dobrou alternativni metodou vakcinace vyvolavajici ochrannou
odpovéd. Nejprve se kimunizaci pouzivaly rentgenovymi paprsky ozarené invazivni
larvy. Ndasledné se zacala pouzivat zivd vakcina Dictol (Adduci et al.,, 2022;

Bassetto et al., 2020; Dyk et al., 1972).

Béhem poslednich nékolika let se povedlo identifikovat rlizné antigeny
H. contortus pfijatelnych pro vyvoj nové vakciny. Jednou z komeréné dostupnych
vakcin je Barbervax®. M(Ze se pouZivat v Austrdlii, Spojeném kralovstvi a jizni Africe.
Tato vakcina obsahuje proteiny stfevni membrany parazita (dva skryté antigeny H-11
a komplex H-gal-GP). Antigeny jsou v soucasnosti izolovany z dospélych jedinc(, jsou
tedy nativni. Vakcina ma dobrou ucinnost, ale k dostatec¢né protilatkové odpovédi
je potfeba opakovat jeji podani, jelikoZz imunitni systém hostitele neodhali stfevni
proteiny parazita. Jeji vyroba je naro¢na a neni ani cenové vyhodna. Proto se zacalo
vice pfistupovat k vyvoji rekombinantnich forem vakcin, u kterych se vsak ukazalo,
Ze nemaji takovou Uroven ochrany jako Zivé vakciny. Jsou ale pomérné levné
a termostabilni. Nejnovéjsim pristupem jsou DNA vakciny. Jsou relativné levné, stabilni
pfi pokojovych teplotach a vyvolavaji specifickou imunitni odpovéd pro dany kédovany

protein (Adduci et al., 2022; Bassetto et al., 2020).

Mezi dalsi zpUsoby ochrany proti H. contortu patfi alternativni slouceniny,
které maji antehminticky ucinek. Do této skupiny patfi tfeba bioaktivni fytochemikalie.
Odolnost vici infekci a reakci na parazita zlepSuje nutri¢ni suplementace (hlavné
proteiny zvysuji imunitni odpovéd' hostitele). Déle je vyhodna geneticka selekce gent
vedoucich k odolnosti a rezistenci hostitele. Tyto vlastnosti jsou vétSinou dobfe
dédicné. Dalsi moznosti, jak zabranit infekci, je stfidani pastvin pro zamezeni styku

zvifat s invazivnimi larvami stadia L3. Také pomaha vysusovani pastvin a umélé zdroje
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vody. Na pastvinach se larvy mohou znicit za pouziti vysokych davek urcitych hnojiv

(Adduci et al., 2022; Dyk et al., 1972).

2.1.9 Rezistence

H. contortus délime do tfi kmen(: ISE (=Inbred-Susceptible-Edinburgh; citlivy
kmen), IRE (=Inbred-Resistant-Edinburg; rezistentni kmen pouze ke skupiné
benzimidazold) a WR (=white river; multirezistentni kmen). Kmen IRE pochazi z kmene
ISE, naopak kmen WR ma plvod odlisny (Stuchlikova et al., 2014; Stuchlikova et al.,
2018).

Rezistence k léCiviim se u H. contortus neustale zvysuje a je tak velkou hrozbou
pro chovatele ovci. Byla popsand u témér vsech tfid anthelmintik. Pficinou vzniku
rezistence jsou genetické mutace. Rozvoj rezistence podporuje preventivni podani
anthelmintik celému stddu, poddni nizsSich ddvek a opakované poddani stejného
anthelmintika. Proti rezistentnim kmenUm byva nékdy ucinné podani kombinace

nékolika anthelmintik s rGznym mechanismem ucinku (Naeem et al., 2021).

K omezeni rozvoje rezistence se vyuZivaji rlzné strategie (napf. chov plemene
ovci se snizenou citlivosti k infekci, vakcinacni programy, stfidani pastvin a selektivni
[é¢ba pouze jedincl s prokazanou nakazou). Nejlepsi zplUsob boje proti rezistenci
je pred podanim léciva testovat citlivost vyizolovanych larev k jednotlivym lécivim.
Rovnéz Ize pouzit analyzu DNA, kterou lze rozpoznat kmeny rezistentni proti nékterym
anthelmintikim. Toto je moiné provést, jelikoz byla prectend celd sekvence DNA

H. contortus (Muchiut et al., 2018; Naeem et al., 2021).

Pri¢inou rezistence H. contortus vici anthelmintikiim vSak nemusi byt pouze
mutace vgenu pro cilovou molekulu, ale také zvySeny metabolismus [éciva.
V rezistentnich kmenech H. contortus byla popsana zvySenda exprese enzyml
deaktivujici a eliminujici anthelmintika. Bylo zjiSténo, Ze jedinci rezistentniho kmene
(IRE) rychleji metabolizuji nékterd anthelmintika nez dospélci citlivého kmene (ISE)

(Stuchlikova et al., 2018; Vokral et al., 2012).
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2.2 Vyvoj novych anthelmintik

Haemonchéza, zpusobujici velké ekonomické ztraty chovatellm prezvykavcd,
se stava ¢im dal vétSim celosvétovym problémem, protoZze dostupnd anthelmintika
jsou méné a méné ucinna kvlli rozvoji lékové rezistence u H. contortus. Proto
je nezbytné hledat anthelmintika nova, s novym mechanismem ucinku (Jiao et al.,
2020; Zajickova et al., 2020; Zajickova et al., 2022). Existuje mnoho pfistupt k vyvoji
novych anthelmintik: syntéza novych sloucenin, identifikace aktivnich rostlinnych
produktll, zména indikace u léciv schvalenych pro jiné nemoci (=“terapeutickd zména“)
nebo syntéza novych derivatd soucasné pouzivanych anthelmintik. Kazdy z téchto
pfistupl ma své vyhody a nevyhody. Pfi vyvoji je dlleZité pocitat se zavislosti aktivity
na struktufe latky. Dale je dulezité rozumét mechanismu ucinku (Suchy et al., 2009;

Zajickova et al., 2020).

Pti vyuZiti strategie ,terapeutickda zména” je vyhodou, Ze pro takovéto lécivo
uz je zndmo mnoho udajd, které se daji pouZit, a to potom urychli proces a snizi
naklady na vyvoj. Vyuziti rostlinnych pfipravkd klécbé helmintéz zase zamezi
kontaminaci prostfedi chemickymi léCivy a Sifeni rezistence na soucasné povolena

anthelmintika (Zajickova et al., 2020).

Proces vyvoje lékl je dlouhy a financné nakladny. Sklada se z nékolika kroka.
Nejprve se hledaji slouceniny s aktivitou napf. proti larvdm H. contortus, nasleduje
méreni toxicity, farmakokinetickych a farmakodynamickych parametrd. DalSim
dllezitym krokem pfti vyvoji novych anthelmintik je testovani hepatotoxicity, protoze
|éCiva (stejné jako ostatni xenobiotika) jsou nejvice metabolizovana v jatrech, a proto
jsou jatra organem, ktery je nejnachylnéjsi k poskozeni lécivy. Ztoho dlvodu
je dhlezité pfi vyvinu léciva posoudit jeho pfipadnou hepatotoxicitu (Jiao et al., 2020;

Zajickova et al., 2022)

2.2.1 Testovani hepatotoxicity

K posouzeni hepatotoxicity Ize pouzit mnoho modell. Kazdy z nich ma svoje
vyhody a nevyhody. NejpouzivanéjSim jsou primarni kultury hepatocytl a jaterni

3D sferoidy. 3D modely maji oproti 2D jednovrstevnym modeldm nékolik vyhod, jelikoz

19



odrazi morfologickou trojrozmérnou charakteristiku jater in vivo. DalSim modelem jsou
jaterni fezy, které obsahuji vSechny bunky jater (PCLS), to je vyhodou oproti
hepatocytlim. Hepatotoxicita potencidlnich [éCiv se testuje jak na modelech
z experimentdlnich zvirat (vétSinou potkan), tak i na in vitro modelech cilovych druhd
(v pfipadé lécCiv proti haemonchdze na ovcich). Pro posouzeni bezpecnosti nového
léCiva je dllezité také identifikovat metabolity, k ¢emuz Ize také vyuZit vySe zminéné

jaterni modely (Gomez-Lechon et al., 2010; Sun et al., 2022; Zajickova et al., 2022).

PFi testovani potencidlni hepatotoxicity se hepatocyty i PCLS nejprve inkubuji
s testovanou latkou a poté se méfi jejich Zivotaschopnost. Zivotaschopnost PCLS
Ize stanovit pomoci stanoveni koncentrace ATP bioluminiscen¢ni metodou
a normalizaci vysledkl jejich vztazenim na celkovou koncentraci proteinu.
Zivotaschopnost izolovanych hepatocytdl lze stanovit inkubaci bunék v roztoku
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Zivotaschopné
buniky pfeméni MTT ze zlutého ve vodé rozpustného na fialovy ve vodé nerozpustny

formazan (Zaji¢kova et al., 2022).

ve

2.2.2 Metody testovani ucinnosti anthelmintik

H. contortus se vyuZziva jako modelovy organismus pro testovani novych
potencidlnich anthelmintik. Pro vyvoj novych anthelmintik jsou zapotfebi vhodné
metody testovani ucinnosti potencionalnich anthelmintik na Zivotaschopnost
H. contortus. Metody stanoveni Zivotaschopnosti H. contortus jsou nejcastéji zaméreny
na mikroskopické sledovani lihnuti vajicek, vyvin larev a pohyblivost larev ¢i dospélca.
Mezi novéjsSi metody stanoveni viability H. contortus patfi méfeni koncentrace
ATP pomoci bioluminiscence. Je to jedind biochemickd metoda vyuzitelnd i u dospélcu,
coz je velkou vyhodou, protoie cilem pro anthelmintika jsou pravé dospélci

(Nguyen et al., 2021).

Prvnim krokem pro ziskdni vajicek, larev ¢i dospélcli H. contortus je infikace ovci.
Jehnata, kterda maji byt infikovdna H. contortus, nesmi mit jiné parazity, proto
je zapotrebi pred infikaci jehfiatim podat vhodné anthelmintikum a pak zkontrolovat

trus. Pokud nejsou vtrusu zadnda vajicka, mohou se jehnata infikovat larvami L3
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(infekéni stddium). Suspenze larev je poddna jehnatim p.o. Infekéni ddvka zavisi

na hmotnosti jehnéte (Baptistiolli et al., 2018; Pavicic¢ et al., 2023).

2.2.2.1 Test na snizeni poctu vajicek ve stolici

Test na sniZeni poctu vajicek ve stolici (FECRT) se provadi pti kontrole ucinnosti
anthelmintik in vivo. Vyhodou testu je univerzalni pouZitelnost pfi detekci rezistence

(Untersweg et al., 2021).

Nakazené ovce se rozdéli do 2 skupin, jedné skupiné je podano Iécivo, druha
skupina je kontrolni. Oveckam se poté odebere stolice, kterda se testuje na pocet
vajicek. Vzorky se testuji v urcitych intervalech od zacatku lécby. Pro zjiSténi poctu
vajicek ve stolici je moZné vyuZit metodu Mini-FLOTAC pomoci flotaéniho roztoku

chloridu sodného (Aboelhadid et al., 2021; Untersweg et al., 2021).

2.2.2.2 Test lihnuti vajicek

Test lihnuti vajicek (EHT) se pouZivda kposouzeni vlivu anthelmintika
na schopnost vaji¢ek se vyvinout v larvy. Prvni variantu testu popsal Le Jambre (1976)
avyuzil ho pro srovndvani ucinnosti rdznych benzimidazolovych latek
s thiabendazolem. Nasledné se zacal EHT pouzivat i pro stanoveni Ucinnosti levamisolu
(Dobson a kol., 1986). Vajicka H. contortus se izoluji z ov¢iho trusu. K Fitnimu otvoru
se ove¢kam pfripevni sacky, do kterych ovecky vyluéuji vykaly. Nasledné se vykaly
transportuji do laboratore v chladicich boxech, kde jsou rozdrceny. Hmota se precedi
pres tfi sita s postupné se zmensujicim primérem otvor( (250, 100 a 25 um). Vajicka
se zachyti naposlednim situ, prenesou se do zkumavek a centrifuguji se.
Po centrifugaci se odebere supernatant a nahradi se flotaénim roztokem sachardzy.
Vse se znovu nechad centrifugovat. Vajicka poté plavou na povrchu, posbiraji se a znovu
se daji centrifugovat ve flota¢nim roztoku. Nasledné se vajicka ocisti odstfedénim
ve vodé. EHT je zaloZen na ovicidni aktivité anthelmintik. Nevyhodou EHT proto je, Ze
pouze néktera anthelmintika ucinkuji na vajicka (napf. benzimidazoly), ale tada
ucinnych anthelmintik nema ovicidni Uc¢inek a jejich cilovym stadiem jsou dospélci
a larvy. (Babjak et al., 2021; Kotze a Prichard, 2016; Pavici¢ et al., 2023; Nguyen et al.,
2021).
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. EHT se provadi na destickdch sjamkami, do kterych se
da testovana latka (lécCivo) a vajicka. Desticky se inkubuji 48 hodin
pfi 27°C. Inkubace se ukoncuje pridanim Lugolova roztoku.
Nasledné se zjistuje, kolik vaji¢ek se vylihlo pfi urcité koncentraci

|éciva (Babjak et al., 2021)

Obrazek €. 6 Vajicka H. contortus

Zdroj: (Naeem et al., 2021)

2.2.2.3 Test vyvinu larev

Test vyvinu larev (LDT) byl vyvinut v 90 letech minulého stoleti. Touto metodou
Ize testovat Ucinnost novych potencidlnich anthelmintik i odlisit citlivé a rezistentni
kmeny proti tfem hlavnim skupindm 1ékG (imidazothiazoly, benzimidazoly
a makrocyklické laktony). LDT sleduje ucinek Ié¢iva na vyvoj z vajicka az do larev tretiho
stddia (L3). Test mUzZe probihat ve dvou variantich podle pouZitého média. Prvni
variantou je vyvin larev v kapalném médiu, druhou variantou je rozvoj larev v tenké

vrstvé agaru (Kotze a Prichard, 2016).

2.2.2.4 Test Zivotaschopnosti larev a dospélcii mérenim ATP

Zivotaschopnost Ize také zjistit méfenim ATP. Tento test je moiné vyuZit jak
u L3 larev tak i u dospélc (Nguyen et al., 2021). Pro izolaci dospélci se musi usmrtit
nakazené ovecky a musi se jim odebrat slez. Obsah slezu s dospélci H. contortus se da
do kdadinky s fyziologickych roztokem. Hadata sedimentuji a supernatant bez hadat
se odsaje. Zbytek fyziologického roztoku s vlasovkou se smicha s agarem. VSe se poté
nalije na gdzu a necha se zatuhnout. Gaza se zatuhnutym agarem se povési do akvaria
naplnéného fyziologickym roztokem. Tam se vSe nechd inkubovat pfi teploté 37 °C,

dokut Zivi jedinci nevylezou z agaru a neklesnou na dno kadinky (Pavici¢ et al., 2023).

Méreni ATP hladiny se provadi bioluminiscenéné svyuzitim luciferdzy
ze svétlusky. K bioluminiscenci dochdzi diky preméné d-luciferinu na oxyluciferin
za pomoci ATP. Koncentrace ATP (intenzita bioluminiscence) odpovidd mnoZstvi

metabolicky aktivnich bunék. Namérend koncentrace ATP se normalizuje (kv(li
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eliminaci variability ve velikosti ¢ervll) na celkovou koncentraci proteinl. Koncentrace

proteinl se méri pomoci kyseliny bicinchinové (BCA) (Nguyen et al., 2021).

2.2.2.5 Test motility/migrace (LMIA)

Hodnoceni uc¢inku anthelmintik lze provadét pomoci sledovani pohybu/motility
larev event. dospélcld. Metoda slouZi pro testovani Ucinnosti novych latek i k rozliseni
citlivych a rezistentnich kmend. Test ma mnoho variant liSicich se zpisobem rozlieni

pohyblivych a nepohyblivych larev:
1. RozliSeni larev pouzitim mérice na méreni mikromotility H. contortus.
2. Rozliseni larev po urcité dobé expozice Iéklim za pomoci pozorovani.
3. Oddéleni larev diky jejich schopnosti migrovat skrz sit.
4. Oddéleni larev diky migraci z agarového gelu.
5. Oddéleni larev diky migraci skrz agar a poté pres sito.

Prvni standardizovanou metodou pro sledovani motility H. contortus vyvinul

Demeter a kol. (2010). (Kotze a Prichard, 2016).
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3. ZADANI - CiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo testovat potencidlni anthelmintickou uc¢innost

a hepatotoxicitu novych derivatt kyseliny benzhydroxamové OMK3 a OMKA4.

Dil¢imi cili bylo:

1) Ziskat vajicka, larvy a dospélce H. contortus.

2) Zjistit vliv OMK3 a OMK4 na lihnuti vaji¢ek H. contortus.

3) Sledovat vliv OMK3 a OMK4 na motilitu a viabilitu larev a dospélcl H. contortus.

4) Porovnat anthelminticky u¢inek OMK3 a OMK4 u citlivého a rezistentniho
kmene H. contortus.

5) Pripravit precizni jaterni fezy a zjistit, zda OMK3 a OMK4 ovliviiuji jejich

viabilitu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Priprava larev L3 H. contortus na nakaZeni ovci

4.1.1 Pomlcky a pristroje

e Mikroskop (Novel Optics NIB-100)

4.1.2 Material a chemikalie

e larvy L3 H. contortus (kmen ISE a IRE)
e Konicka sklenéna nadoba o objemu 1|
¢ Injekeni stfikacka o objemu 8 ml

e Jehla s krytem

e Kadinka o objemu 500 ml

4.1.3 Metodika

Zasobni suspenze L3 byly vyndany z chladiciho boxu. Nasledné se larvy nechaly
sedimentovat ve sklenéné kénické nadobé. Suspenze larev v kadince byla zfedéna
na koncentraci 1000 larev L3/ml. Pocet larev byl uréen pod mikroskopem. Larvy byly
pred pipetovanim promichavany, aby netvofily shluky. Jedna ovce byla nakazena
6000-8000 larvami L3 stadia. Suspenze larev byla podana per ordlné stfikackou. Pred

podanim byla suspenze ve stfika¢ce promichdana.

4.2 Izolace vajicek

4.2.1 Pomucky a pfistroje

e Magneticka michacka (Heidolph, MR Hei-mix S)
e Centrifuga (Eppendorf— 5810 R)
e Mikroskop (Novel Optics NIB-100)
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4.2.2 Material a chemikalie

e Trus s vajicky H. contortus (kmen ISE a IRE)

e Cvocky

e Sacky (bilé o velikosti 2 | do mrazaku a bilé se Zlutym popisovacim pruhem o
velikosti 20x30 cm)

e C(Centropen

e Rukavice

e Velky sacek na prevoz

e Soustava sit s rozméry ok 250, 100 a 25 um

e Kadinka o objemu 2|

e Destilovand voda

e Cukr

e Odmérny valec o objemu 1|

e Miska

e Konické zkumavky (o objemu 50 ml, 15 ml)

e Kohoutkova voda

e Kovova tycka

e Pipeta (o objemu 1 ml, 10 ul)

e Podlozni sklicko

4.2.3 Priprava Sheatherova flotacniho roztoku

Do kadinky o objemu 2 | bylo nalito 500-600 ml destilované vody. Voda byla
ohtdta na 45 °C za stalého michani. Postupné bylo pfisypdano 0,5 kg cukru.
Po rozpusténi cukru byl roztok prelit do odmérného vélce, ve kterém byla zméfrena

hustota, kterd dosahovala 1,27 g/cm3.

4.2.4 Metodika

Nejprve byly oveckam pripevnény pomoci cvockl k viné okolo fitniho otvoru
popsané sacky, tak aby se jim do sacku nedostala moc¢. Trus byl do sacku sbiran

8-24 hodin.
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Pred izolaci vajicek byl nejprve trus v kadince zalit studenou kohoutkovou
vodou. Nasledné bylo vSe rozmixovano a suspenze byla nalita na sito s nejvétSim
primérem ok 250 um. Smés byla pres sito pasirovand a prolévana vodou. Filtrat
protékal do misky pod sitem a byl pfenesen do druhého sita s primérem ok 100 pum.
Postup pasirovani byl zopakovdn a filtrat byl opét prenesen. Tentokrdt na sito
s nejmensim primérem ok 25 um. Z povrchu tretiho sita, kde se zachytila vajicka,
byl prenesen obsah do kdénické plastové zkumavky o objemu 50 ml. Suspenze z tfetiho
sita byla centrifugovdna pfi 1600 rpm po dobu 3 minut. Supernatant byl wvylit
a k sedimentu byl pfidan Sheather(iv flotacni roztok cca do % koénické zkumavky. Vse
bylo promichano kovovou tyckou, doplnéno Sheatherovym flotaénim roztokem
po okraj zkumavky, opét promichano a znovu centrifugovano pfi 1000 rpm po dobu
3 minut. Po stoceni byla odebrdna vajicka plovouci na hladiné a cely krok s doplnénim
zkumavek flotaénim roztokem, promichanim, centrifugaci a odebranim vajicek byl

zopakovan.

Precisténi vajicek bylo provedeno odebranim 2ml vrchni vrstvy do koénické
plastové zkumavky o objemu 15 ml. Kénickd zkumavka byla doplnéna flotaénim
roztokem a suspenze centrifugovana pfi 1000 rpm po dobu 3 minut. Z kénické
zkumavky byly nasledné odebrany 2ml horni vrstvy do nové kénické zkumavky
o objemu 15 ml. Kénickd zkumavka byla doplnéna vodou, promichdna a suspenze
centrifugovana pfi 1600 rpm po dobu 3 minut. Nasledné byl vylit supernatant, byla
pfidana trocha vody a stejnd vajicka byla slita do jedné konické zkumavky. Kénicka
zkumavka byla doplnéna vodou a centrifugovana pfi 1600 rpm po dobu 3 minut. Tento
krok s odlitim supernatantu a pridanim vody a centrifugaci byl opakovan, dokud
se UpIné nevymyl flotacni roztok. Nasledné byl vSechen supernatant slit a k sedimentu

(vajicklim) se pridaly 2ml studené kohoutkové vody.

V suspenzi vajicek byla uréena jejich koncentrace. Nejprve byla suspenze
0 znamém objemu protfepdna, poté bylo odebrano 5x10 ul na podloZni sklicko a pod
mikroskopem byla spocitana vajicka. Pocet vajicek byl nasledné prepocitan na 1 ml

suspenze.
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4.3 Agarovd metoda pro izolaci dospélci H. contortus

4.3.1 Pomucky a pfistroje

e Pfedvazky (KERN 440-43)
e Magneticka michacka (Heidolph, MR Hei-mix S)

e Inkubdtor (Biological thermostat BT 120M)

4.3.2 Material a chemikalie

e KanystrsF1/1
o Kbelik o objemu 9 |
o 81gNadl
o Akvdrium
o 91l kohoutkové vody

o Kanystry o objemu 5 |

o 30gagaru
o 500 ml studené vody
o Hrnec
o Varecka
o Teplomér
o Michadlo
o Leukopor
e Alobal
e Kadinka (500 ml; 21)
e Velky odmérny vélec
e Hadice
o Trychtyr
e Gaza
e Nazky
e Skfipce
o Zelezné tycky
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o Tacy

e Slez s dospélci H. contortus (kmen ISE, IRE a WR)
e PBS (Sigma-Aldrich)

e Pinzety

e Stereolupy

e Cerné podkladové papiry

4.3.3 Priprava Fyziologického roztoku F1/1 (0,9 % NacCl)

Na pfipravu F1/1 roztoku bylo 81 g NaCl rozpusténo v 9 | kohoutkové vody.
Ctyfi pripravené roztoky (36 1) byly prelity do akvaria, kde hladina dosahovala

do 4/5 objemu akvaria.

Stejnym zpusobem byl roztok pfipraven i do kanystrd o objemu 5 |, ten byl

vyuzit na oplach slezu a doplnéni akvarii.

4.3.4 Priprava agaru

Do kadinky bylo navaZeno 30 g agaru. Ktomu bylo pfiddno 500 ml studené
vody. Vznikld suspenze byla ddna do hrnce a k ni bylo pfilito 1,5 | ohfaté vody. Vse bylo
privedeno do varu za stalého michani. Do smési byl dan teplomér, ktery byl pfilepen
leukoporem. Hrnec se smési byl ochlazen pod studenou tekouci vodou na 48°C.
Po ochlazeni bylo do hrnce dano michadlo a hrnec byl pfikryt alobalem. Na magnetické

michacce byla udrZzovéana stala teplota 48 °C.

4.3.5 Metodika

Den pred izolaci dospélci byly kanystry spolu s naplnénymi akvarii
do 4/5 fyziologickym roztokem F1/1 prikryty alobalem a uloZeny do termostatu
pri 38 °C.

Na tacy byla rozprostfena gaza s presahujicimi okraji a navihéend F1/1 roztokem.

Kadinka o objemu 2 | byla do poloviny naplnéna teplym fyziologickym roztokem

F1/1. Na tacu byl rozsttihnut sléz a jeho obsah byl vyhozen. Sléz byl pfrenesen a jemné

promnut v F1/1 roztoku tak, aby se z néj pustili dospélci. Zahyby slezu byly oplachnuty
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a sléz byl prenesen na Cisty tac s F1/1 a docistén. Kadinka s Cervy byla vloZena
do inkubatoru, tam byla inkubovdna, dokud nesedimentoval jeji obsah. Roztok
nad sedimentem byl odsdn a do kadinky byl pfidan roztok agaru ptiblizné v poméru
1:1, vSe bylo promichano a hned vylito na tac s pfipravenou gazou. Okraj gazy byl
navazan na tycku, ktera byla upevnéna skfipci. Druha strana byla také zatizena skfipci
a pfipadné odstfiZzena, aby se do ni nezamotavali dospélci. Takto vytvorené zavésy byly
povéseny do akvdria a za tycky pfilepeny leukoporem. Zavésy byly povéseny zady
k sobé tak, aby se nedotykaly dna. Do akvarii byl pfes trychtyf opatrné po sténdch
akvarii doplnén roztok F1/1. tak, aby agary na zavésech byly ponorené. Postupné byly
pomoci hadicky odsavani spadani dospélci ze dna akvaria. Kazdé akvarium bylo uréeno

pouze pro jeden kmen.

Po izolaci dospélci nasledovalo tfidéni cervi na samicky a samecky podle
morfologickych znakd. Nasledné byly rozpocitany do desticek, které byly naplnény
pomoci automatické pipety 1 ml sterilniho PBS ohratého na 37 °C. NapInéné desticky

byly vloZzeny do inkubatoru, ktery byl nastaven na 37 °C.

4.4 Test lihnuti vajicek

4.4.1 Pomucky a pfistroje

e Inkubator (Biological thermostat BT 120M)

e Mikroskop (Novel Optics NIB-100)

4.4.2 Material a chemikalie

e Prdhlednd 96 jamkova P desticka (TPP)

e Vajicka H. contortus (kmen ISE a WR)

e 200 uM OMK3/4 (derivaty z laboratore prof. Kurze z Némecka)
e 4 mM OMK207 (derivat z laboratore prof. Kurze z Némecka)

e 2 mM ABZ (Sigma-Aldrich)

e 100 % DMSO (Sigma-Aldrich)

e Kohoutkova voda

e Pipeta
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e 100% vodny Lugoltv roztok (Sigma-Aldrich)

4.4.3 Metodika

Do vsech jamek na okraji desticky bylo dano 280 pl kohoutkové vody, aby bylo
zabranéno odparovani jednotlivych vzorkd. Do prvnich Sesti sloupecki bylo pipetovano
1 ul zdsobniho roztoku OMK3/4 v DMSO a 199 ul suspenze vajicek ve vodé, tak aby
vysledné koncentrace byly 0,01; 0,1 a 1 uM pro kazdou z testovanych latek. Z toho
dlvodu byl zasobni 200 uM OMK nafedén na 20 a 2 upM, kaidad ztéchto
koncentraci byla napipetovana do jiného sloupecku. VSe bylo pipetovano v triplikatech
do dvou desti¢ek. Jedna desticka byla pro ISE kmen, druhda pro WR kmen. Vysledny
pocet vajicek na jamku cinil 60. Do sedmého a osmého sloupecku bylo pipetovano
1 w4 mM OMK207 (derivdat OMK s prokdzanym ovicidnim ucéinkem) a 199 ul vajicek
ve vodé tak, aby vysledna koncentrace OMK 207 byla 20 uM. Do devatého sloupecku
byla pipetovand pozitivni kontrola (2 mM ABZ) spolu svajicky ve vodé tak,
aby vysledna koncentrace ABZ byla 0,1 uM pro ISE a 10 uM pro WR (protoze ISE je
citlivy kmen a IRE je rezistentni kmen). Do posledniho sloupecku (negativni kontroly)
bylo pipetovdno 1 pl ¢istého DMSO a 199 ul suspenze vajicek. Vysledna koncentrace
tedy byla 0,5 % DMSO ve vodé.

Nasledné byla desticka inkubovana 48 hodin vtermostatu pfi 37 °C.
Po 48 hodindch inkubace bylo pfidano 5 pl 100 % vodného Lugolova roztoku
do viech jamek. Nasledné byla spocitana vSechna nevylihnutd vajicka a larvy stadia

L1 v jednotlivych jamkach.

4.5 Odpouzdreni L3 larev H. contortus

4.5.1 Pomucky a pfistroje

e Centrifuga (Eppendorf-5810 R)
e Inkubator s CO, (HERAcell)
e Mikroskop (Novel Optics NIB-100)

e Ultrazvukova lazen pro ohtev vody (Kraintek s.r.0.)
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e Systém Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) pro pfipravu ultracisté vody
ddH,0

4.5.2 Material a chemikalie

e larvy H. contortus (kmen ISE a WR)

e Podlozni sklicka

e 50 ml kdnické zkumavky

e 11 % (v/v) NaClO (Sigma-Aldrich)

e Destilovana voda

e Sterilni médium Luria-Bertani (LB) (prasek zakoupeny v laboratofi 2310)
o Penicilin (Sigma-Aldrich)
o Streptomycin (Sigma-Aldrich)
o Amfotericin (Sigma-Aldrich)

e Pipeta

4.5.3 Priprava média Luria-Bertani

Pri pripravé bylo kzakoupenému prasku prfidano 100 IU/ml penicilinu,

100 pg/ml streptomycinu, 2,5 pl/ml amfotericinu.

4.5.4 Metodika

Larvy stadia L3 byly odebrany do kénické zkumavky o objemu 50 ml. Nasledné
byl pfiddan 11 % (v/v) NaClO, tak, aby vyslednd koncentrace byla 0,15 % (v/v).
628 pl NaClO bylo tedy pfidano do 50 ml kénické zkumavky. Poté byl obsah kdénické
zkumavky protfepan a nechal se inkubovat 20 min. pfi 38 °C v inkubdatoru s 10 % CO,.
Odplasténi bylo zkontrolovano pod mikroskopem. Suspenze odplasténych larev
L3 (xL3) se dala centrifugovat 5x pti 1600rpm po dobu 3 min. Po kazdé centrifugaci byl
odlit supernatant a larvy se znovu resuspendovaly v lazni ohfaté vodé na 37 °C.
Po poslednim stoceni se larvy xL3 resuspendovaly v Luria-Bertani médiu, které bylo

ohraté na 37 °C.
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4.6 Testovadni viability larev xL3

4.6.1 Pomucky a pfistroje

e Mikroskop (Novel Optics NIB-100)

e Homogenizator (Biobase)

e Centrifuga s chlazenim (Heraeus Biofuge Stratos, rotor ¢. 3332, Thermo Fisher
Scientific)

e Ctecka desti¢ek Tecan Spark (Tecan Group Ltd.)

e Koncentrator (Eppendorf Concentrator Plus)

e Thermomixer (Eppendorf-comfort)

e Inkubator (Biological thermostat BT 120M)

e Systém Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) pro pfipravu ultracisté vody
ddH.0

4.6.2 Material a chemikalie

e Larvy xL3 H. contortus (kmen ISE a IRE)
e Podlozni sklicko
e OMK3/4 (derivaty z laboratofe prof. Kurze z Némecka)
e Levamizol (Penta)
e DMSO (Sigma-Aldrich)
e ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS Il (Roche)
o Luciferasa
o ATP standart
e Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermoscientific)
o Roztok A (NaHCOs, Na;COs, BCAv 0,1 M NaOH)
o Roztok B (4 % CuSQOs, 6H,0)
o 0,2%BSA
e Cernd 96 jamkova desti¢ka (Corning Costar CLS9102, Sigma-Aldrich)
e Pruhledna 96 jamkova desticka (GAMA)

e Plastova mikrozkumavka o objemu 2ml se Sroubovacim vickem
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e Homogenizaéni kulicky—smés velikosti 1,0mm; 1,4mm; 2,0mm v poméru 1:1:0,5
(zirkonové Silidbeads)
e Pipeta a multikandlova pipeta
e Chladici blo¢ek
e Redestilovana voda
e Tris/EDTA
o Barnka o objemu 1l
o 100 mM Tris-HCl
o 2mM EDTA pufr (pH=7,6-8,0) (Sigma-Aldrich)
o Redestilovana voda

e Plastova mikrozkumavka (1,5 ml; 0,5 ml)

4.6.3 Priprava Tris/EDTA pufru

Na pfipravu 1 | pufru Tris/EDTA bylo rozpusténo 12 g Tris a 0,74 g EDTA
v 600 ml redestilované vody. Nasledné bylo upraveno pH pufru 6 M HCl a barnka byla

doplnéna redestilovanou vodou na objem 1 1.

4.6.4 Inkubace L3

Z larvicek xL3 byla pripravena suspenze o koncentraci 20 larev xL3/10 ul
spocitanim pod mikroskopem. Do jedné mikrozkumavky se Sroubovacim vickem
o objemu 2 ml bylo napipetovano 200 pl suspenze o koncentraci 400 larev xL3/200 pl.
Larvicky se nechaly inkubovat pfi 27 °C 24 hodin ve findlnich koncentracich latek
(OMK3/4 v koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM; jako negativni kontrola bylo pouZito 1 %
DMSO a jako pozitivni kontrola bylo pouzito 10 uM levamizol). Vzorky byly pipetovany

v 6 paralelkach a po inkubaci zamrazeny.

4.6.5 Stanoveni ATP

Pfi stanoveni ATP byla nejprve vychlazena centrifuga na 4 °C. Nasledné byly
rozmrazeny roztoky ATP a luciferdzy. Vzorky byly dany na chladici bloéek a k nim byla
pfidana odmérka homogenizacnich kulicek. Vzorky byly 2x homogenizovany po dobu

20 s, rychlosti 7. Nasledné byly vzorky centrifugovany pfi 13200 rpm po dobu 10 min
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pfi 4 °C. Nafedénim ATP standartu byly pfipraveny roztoky na kalibra¢ni kfivku podle

tabulky nize.

Tabulka €. 2 Redéni ATP standardu

REDENI V[ul] V Tris/EDTA [ul] c ATP [nM]
A 10 pl ATP-standard 990 165000
c1 10 (A) 990 1650
C2 100 (C1) 400 330
c3 50 (C1) 450 165
ca4 100 (C3) 400 33
C5 50 (C3) 450 16,5
6 100 (C5) 400 3,3
c7 50 (C5) 450 1,65

C8 (sl) 0 500 0

Do c¢erné 96ti jamkové desticky bylo pipetovano 5 pl supernatantu vzorku a 45 pl
TRIS/EDTA pufru pokojové teploty v duplikatech. Pfi pripravé vzork( pro ziskani
kalibraéni kfivky bylo pipetovano 50 pl roztoku C1-C8 v duplikatech. Chvili
pred mérenim bylo do kazdé jamky pipetovano multikanalovou pipetou 50 pl

luciferdzy. Nasledné byla zmérena luminiscence na pfistroji Spark (Tecan).

4.6.6 Stanoveni bilkoviny

Na méreni bilkoviny byly pouzity vzorky po méreni ATP. Vzorky byly dany susit
do koncentratoru. Susily se pfi 45 °C po dobu 6-8 hodin na program V-AQ. Po ususeni
bylo pfidano 40 ul 5 M NaOH a vzorky byly inkubovany 30 min pfi 37 °C pfi 800 rpm
v Thermomixeru. Po 30 minutach inkubace bylo pfidano 160 pl redestilované vody.
Suspenze byla protfepana.

Dale byly vytvoreny roztoky na kalibracéni kfivku pomoci postupu v tabulce nize:

e 1.mikrozkumavka: 250 ul 0,2 % BSA z kitu + 250 pl 2 M NaOH
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e 2.mikrozkumavka: 500 ul 1 M NaOH

Tabulka €. 3 Kalibracni kfivka BCA L3

Koncentrace 0,1 % roztok BSA 1M NaOH
v 1M NaOH (tj. 1. (tj. 2.
[ng/mi] mikrozkumavka) [ul] | mikrozkumavka) [ul]

1 0 0 100

2 200 20 80

3 400 40 60

4 600 60 40

5 800 80 20

6 1000 100 0

Nasledné byl pfipraven pracovni roztok C (zeleny roztok) smichanim roztoku A

(€iry) s roztokem B (modry) v poméru 50:1.

Do 96 jamkové GAMA-U prihledné desticky bylo pipetovano 10 ul vzorku
v duplikatech. P¥i pfipravé vzorkd pro ziskani kalibraéni kfivky bylo pipetovano 10 pl
z mikrozkumavek 1-6 v duplikdtech. Nasledné bylo napipetovdno automatickou
multikanalovou pipetou 200 ul pracovniho roztoku C do vSech jamek. Poté byla
destic¢ka inkubovana 30 min. pfi 350 rpm po dobu 60 °C na Thermomixeru. Po inkubaci

byla zmérena absorbance pti 562 nm na pfistroji Spark (Tecan).

4.7 Test viability dospélct

4.7.1 Pomucky a pfistroje

e Homogenizator (MP biomedicals FastPrep)

e Centrifuga s chlazenim (Heraeus Biofuge Stratos, rotor ¢. 3332, Thermo Fisher
Scientific)

e Ctecka desti¢ek Tecan Spark (Tecan Group Ltd.)

e Thermomixer (Eppendorf-comfort)

e Inkubator (Biological thermostat BT 120M)
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e Systém Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) pro pfipravu ultracisté vody
ddH,0

4.7.2 Material a chemikalie

e Dospélci H. contortus (kmen ISE a IRE)
e RPMI médium 1640 (Lonza)
e Suchyled
e OMK3/4 (derivaty z laboratore prof. Kurze z Némecka)
e Levamizol (Penta)
e DMSO (Sigma-Aldrich)
e ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS Il (Roche)
o Luciferasa
o ATP standart
e Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermoscientific)
o Roztok A (NaHCO3s, Na;COs, BCA v 0,1M NaOH)
o Roztok B (4 % CuSQs, 6H,0)
o 0,2%BSA
e Cernd 96 jamkova desti¢ka (Corning Costar CLS9102, Sigma-Aldrich)
e Pruhledna 96 jamkova U desticka (GAMA)
e 24 jamkova desticka s plochym dnem (TPP)
e Plastové mikrozkumavky o objemu 2 ml, se Sroubovacim vickem
e Homogenizacni kulicky — smés velikosti 1,0 mm; 1,4 mm; 2,0 mm v poméru
1:1:0,5 (zirkonové Silidbeads)
e Pipeta a multikandlova pipeta
e Chladici blocek
e Redestilovana voda
e Tris/EDTA
o Barka o objemu 1|
o 100 mM Tris-HCI
o 2 mM EDTA pufr (pH=7,6-8,0) (Sigma-Aldrich)

o Redestilovana voda
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e Plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 0,5 ml)
e SONOP (sonification solution)

o 96 % ethanol (lach:ner)

o 2 mM EDTA (Sigma-Aldrich)
e PBS (Sigma-Aldrich)

4.7.3 Ptiprava Tris/EDTA pufru

Viz.:4. 6.3 Priprava Tris/EDTA pufru.

4.7.4 Ptriprava SONOPu

Nejprve byla rozpusténa 2 mM EDTA v redestilované vodé, poté bylo upraveno
pH na 10,9 a nakonec bylo vSe doplnéno 96 % ethanolem, jehozZ finalni koncentrace

byla 70 % v/v.

4.7.5 Inkubace dospélci

Po izolaci dospélct a jejich rozdéleni na samicky a samecky byly cervy
inkubovany 24 h ve 24 jamkovych destickach, pficemz do jedné jamky byly vlozeny
4 samicky nebo 8 sameckl. Do jamek pritom bylo napipetovano 1000 pl RPMI média
s testovanou latkou o pozadované koncentraci (OMK3/4 v koncentracich 0,01; 0,1
a 1 uM; jako negativni kontrola 1 % DMSO a jako pozitivni kontrola 10 uM levamizol).
Takto byly ¢ervy ponechany vinkubatoru 48 h pfi 37 °C. Po skonéeni inkubace byly
¢ervy oplachnuty v PBS médiu a posbirany do 2 ml mikrozkumavek se 100 pl SONOPu.
Mikrozkumavky byly ihned vloZeny na suchy led. Vzorky byly dale uchovany v -80 °C

aZz do jejich zpracovani.

4.7.6 Stanoveni ATP

Pfi stanoveni ATP byla nejdfiv vychlazena centrifuga na 4 °C. Nasledné byly
rozmrazeny roztoky ATP a luciferdzy. Vzorky byly dany na chladici blocek a k nim byla
pridana odmérka homogeniza¢nich kulicek a 1,4 ml Tris/EDTA pufru. Vzorky byly

2x homogenizovany po dobu 20 s, rychlosti 7. Nasledné byly vzorky centrifugovany
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pfi 13200 rpm po dobu 10 min pfi 4 °C. Naredénim ATP standartu byly pfipraveny

roztoky na kalibraéni kfivku podle tabulky €. 2 Redéni ATP standardu.

Do cerné 96ti jamkové desticky bylo pipetovdano 5 ul supernatantu vzorku
a 45 ul TRIS/EDTA pufru pokojové teploty v duplikatech. Pri pfipravé vzorkl pro ziskani
kalibraéni ktivky bylo pipetovdno 50 ul roztoku C1-C8 v duplikatech. Chvili
pfed méfenim bylo do kazdé jamky pipetovano multikanalovou pipetou 50 pl

luciferdzy. Nasledné byla zmérena luminiscence na pfistroji Spark (Tecan).

4.7.7 Stanoveni bilkoviny

Na méreni bilkoviny byly nejprve pfipraveny roztoky na kalibracni kFivku
naredénim 0,2 % BSA z kitu na 0,04 % pomoci zfedéni Tris/EDTA. 120 ul 0,2 % BSA tedy
bylo nafedéno 480 ul Tris/EDTA pufru. Dale byly roztoky na kalibracni kfivku tvoreny
podle tabulky nize.

Tabulka €. 4 Kalibracni kfivka BCA dospélci

Koncentrace 0,04 % roztok BSA TRIS/EDTA pufr
[pug/ml] v TRIS/EDTA pufru [i]
[wi]

1 0 0 200

2 80 40 160

3 160 80 120

4 240 120 80

5 320 160 40

6 400 200 0

Nasledné byl ptipraven pracovni roztok C (zeleny roztok) smichanim roztoku A
(Ciry) s roztokem B (modry) v poméru 50:1.

Do 96ti jamkové GAMA-U pruhledné desticky bylo pipetovano 10 pl
supernatantu vzorku v duplikatech. PFi pfipravé vzorkd pro ziskani kalibracni krivky

bylo pipetovano 10 pl z mikrozkumavek 1-6 v duplikdtech. Nasledné bylo napipetovdno
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automatickou multikanalovou pipetou 200 ul pracovniho roztoku C do vsech jamek.
Poté byla desticka inkubovana 30 min. pfi 350 rpm po dobu 37 °C na Thermomixeru.

Po inkubaci byla zmérena absorbance pfi 562 nm na pfistroji Spark (Tecan).

4.8 Monitorovdni motility larev xL3 H. contortus pomoci
mikroskopu s kamerou

4.8.1 Pomucky a pfistroje

e Mikroskop (Nikon Eclipse Ti) s kamerou (Andor Zyla 5,5 s CMOS)

4.8.2 Material a chemikalie

e larvy L3 H. contortus (kmen ISE)

e 1,25 mM OMK3/4 (derivaty z laboratore prof. Kurze z Némecka)
e 96 jamkova P desticka (TPP)

e Pipeta

e 100 % DMSO (Sigma-Aldrich)

e 0,5 mM levamizol (Penta)

4.8.3 Metodika

Nejprve byly larvy odplastény. Nasledné byly pipetovany 2 pl latky a 198 pl
suspenze s larvami xL3 v tetraplikatech. Do prvniho sloupecku tedy byly pipetovany
2l 100 % DMSO a 198 ul suspenze sxL3 larvami. Vysledna koncentrace DMSO
v suspnzi byla 1 %. Do druhého sloupecku byly pipetovany 2 ul 0,5 mM levamizolu
a 198 ul suspenze s xL3.Vysledna koncentrace levamizolu v suspenzi byla 5 uM.
Do poslednich deseti sloupeckl byly pipetovany latky OMK 3 a 4. Byly pipetovany 2 pl
OMK3/4 a 198 pl xL3 larev v suspenzi tak, aby vznikly tfi rizné koncentrace (0,78; 1,56
a 3,12 uM) pro kazdou z latek. Z toho dlivodu bylo zasobni 1,25 mM OMK nafedéno
na312; 156 a 78 uM a kazda ztéchto koncentraci byla napipetovana do jiného
sloupecku na desticce. Desticka byla inkubovana 72 h pti 37 °C. Po dokonéeni inkubace
byla zaznamenana kratka desetisekundova videa kamerou ve tmé pod mikroskopem

pfi 37 °C, aby byla zachovana pohyblivost larev. Zdznam byl pofizen pomoci softwaru
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NIS-Elements Imaging Software. Nasledné byla videa zkonvertovdana na MIJPEG.
Na videich byl vyhodnocen pomér Zivych a mrtvych larev podle jejich pohybu. Kazda

larva na videu byla oznacena Ciselnym identifikatorem a byla vyhodnocena jeji motilita.

4.9 Monitorovdni motility dospélcti H. contortus pomoci
kamery

4.9.1 Pomucky a pfistroje

e Kamera (Nicon)
e Stojan na kameru (Velvon P-max)

e Inkubator D180-P (RWD Life Science)

4.9.2 Material a chemikalie

e Dospélci H. contortus (kmen ISE a IRE)
e RPMI médium 1640 (Lonza)
e OMK1/2 (derivaty z laboratofe prof. Kurze z Némecka)
e Levamizol (Penta)
e DMSO (Sigma-Aldrich)
e 24 jamkova desticka s plochym dnem(TPP)
e Plastova mikrozkumavka o objemu 2 ml, se Sroubovacim vickem
e Pipeta
e SONORP (sonification solution)
o 96 % ethanol (lach:ner)
o 2 mM EDTA (Sigma- Aldrich)
e PBS (Sigma-Aldrich)

4.9.3 Priprava SONOPu

Viz. 4.7.4 Pfiprava SONOPu
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4.9.4 Inkubace dospélcii a monitorovani motility

Po izolaci dospélcli a jejich rozdéleni na samicky a samecky byly cervy
inkubovany ve 24 jamkovych destickach, pficemZz do jedné jamky byly vloZeny
4 samicky nebo 8 sameckd. Do jamek bylo napipetovano 1000 pl RPMI média
s testovanou latkou o pozadované koncentraci (OMK3/4 v koncentracich 0,01; 0,1
a 1 uM; jako negativni kontrola 1 % DMSO a jako pozitivni kontrola 10 uM levamizol).
Desticky se daly inkubovat pfi 37 °C. Po urcité dobé (v ¢ase 0; 1,5; 3; 5; 6; 15; 20; 24;
28; 41 a 48 h) byly desticky vidy vytaieny a bylo kamerou zaznamenano kratké
desetisekundové video. Potom byly desticky znovu uloZzeny do termostatu a znovu
vyndany na dalsi zdznam. Po dokonceni monitorovani motility byly cervy oplachnuty
v PBS, posbirdny do mikrozkumavek o objemu 2 ml se 100 ul SONOPu a hned dany

na suchy led. Vzorky byly ddle uchovany v -80 °C a dale vyuzity na stanoveni ATP.

Data byla nasledné zpracovdna manualné.

4.10 Testovdni hepatotoxicity pomoci ultratenkych Fezi z ovcich
jater

4.10.1 Pomucky a pfistroje

e Tkanovy kraje¢ (Krumdieck Tissue Slicer MD400)

e Tlakova nadoba s pneumoxidem

e Inkubator (Biologicalthermostat BT 120M)

e Homogenizator (MP biomedicals FastPrep)

e Centrifuga s chlazenim (Heraeus Biofuge Stratos, rotor ¢. 3332, Thermo Fisher
Scientific)

e Inkubator s CO, (HERAcell)

4.10.2 Material a chemikalie

e EBSS pufr (1500 ml na 2-4 jatra)
e 12ti jamkova destic¢ka (TPP)

e Pipeta
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DMSO (Sigma-Aldrich)
Paracetamol (Sigma-Aldrich)
OMK3/4 (derivaty z laboratore prof. Kurze z Némecka)
25 mM roztok D-glukdzy (Penta)
Suplementované RPMI médium 1640
o RPMI médium (Lonza)

5 % FBS (Sigma-Aldrich)

O

o 0,5 mM L-metionin (Biochemica)
o 1 uM insulin (Sigma-Aldrich)
o mM hydrokortison 21-hemisukcinat (Sigma-Aldrich)
o 50 pg/ml gentamycin (Sigma-Aldrich)
Sacek s roztokem Eurocollins (Sigma-Aldrich)
70% ethanol (lach:ner)
Box s ledem
Tac
Petriho misky
Filtracni papir
NGzky a pinzety
0,154 M KClI pufr s 20 mM Tris-HCl (pH=7,4)

Ov¢i jatra
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4.10.3 Priprava suplementovaného RPMI média
Pfiprava suplementovaného RPMI média byla provedena podle tabulky nize.

Tabulka €. 5 Pfiprava suplementovaného média

Mr 100 ml 200 ml 500 ml 1000 ml
5% FBS 5ml 10 ml 25 ml 50 ml
0.5 mM L-metionin 149.2 0.0075g |0.015g |[0.0375g |0.075¢g
1 uM insulin 5733.5 0.0006 g |0.0012g [0.003g |0.006g
0.1 mM hydrocortison 21-
hemisukcinat 484.5 0.0048 g |0.0096g [0.024g [0.048g
50 pg/ml gentamycin 50 mg/ml | 100 pl 200 pl 500 pl 1000 pl

4.10.4 Metodika

Prvni den bylo do jedné 12ti jamkové desticky napipetovano 1,5 ml
suplementovaného RPMI média. Do druhé 12ti jamkové desticky bylo napipetovano
suplementované RPMI médium s testovanymi latkami o koncentraci 1 uM OMK3/4,
jako negativni kontrola bylo pouzito 1 % DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit

10 uM paracetamol. RozloZeny krajec, média a pufr byly dany do chladici mistnosti.

Druhy den byl EBSS pufr s 25 mM roztokem D-glukdzy probublan v tlakové nadobé
s pneumoxidem (95 % 0z, 5 % CO;) po dobu 60ti minut. Desticka s médiem byla
umisténa do inkubatoru na 0,5-1 hodinu. Soucasti krajecCe byly otfeny 70 % ethanolem,
poté byl kraje¢ slozen. Po usmrceni ovce byla vyjmuta jatra, kterd byla vlozena
do plastového sacku s roztokem Eurocollins a umisténa do chladici nadoby s ledem.
V laboratofi byla jatra vloZzena do EBSS pufr s 25 mM roztokem D-glukdzy a z jater byly
ocelovym vykrajovatem o priméru 8 mm vykrojeny valecky. Valecky byly dany
do nastavce na krajedi, kde byly ukrojeny fezy o tloustce 200-250 um. Kazdy fez byl
vlozen do jamky v 12ti jamkové desticce s 1,5 ml suplementovaného RPMI média
bez testované latky. Po 30ti minutach byly fezy premistény do média s testovanou
latkou. Rezy v médiu s testovanou latkou byly dany inkubovat na 24 h pii 37 °C
pfi 5% COz a 95 % O,. Po inkubaci byly fezy oplachnuty 0,154 M KCI pufrem s 20 mM

Tris-HCI (pH=7,4). Médium, ve kterém byly tfezy inkubovény, bylo odpipetovdno
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a uschovano. Rezy byly homogenizovany v Tris-KCl pufru, centrifugovany po dobu
20 min pfi 9000 g a 4 °C. Nasledné byl odebran supernatant z frakce S9 a uschovan

pfi - 20 °C.

Hepatotoxicita byla ndsledné zjisténa zmérenim ATP a bilkoviny, podle stejného

postupu, ktery je jiz uveden v predeslych kapitolach.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv derivatii OMK3 a OMK4 na lihnuti vajicek

Test lihnuti vajicek byl vyuZit pro sledovani potencidlniho ovicidniho ucinku
novych derivatdt OMK3 a OMK4. Derivaty byly testovany ve tfech koncentracich
0,01; 0,1 a 1 uM. Na konci experimentu byly spocitany vylihlé larvy a nevylihla vajicka.
Uspé&snost lihnuti byla vyjadfend v procentech. Pocet vylihlych larev v kontrole (vajicka
inkubovana pouze s 0,5 % DMSO) predstavoval 100 %. V experimentu byly rovnéz
pouzity latky s prokdzanym ovicidnim ucinkem (OMK207 a ABZ) jako pozitivni kontrola.

Test byl proveden pouze jednou na ISE a WR kmenu.

Vysledky lihnuti vajicek ISE kmene ovlivnénych derivdity OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 6 a 7 a na obrazku 7. Jak je z vysledk(l patrné, nové derivaty OMK 3
a OMK4 nemaji ovicidni uc€inek na vajicka ISE kmene, na rozdil od dfive testovaného

derivatu OMK207. V pouZité koncentraci 0,1 UM ani ABZ neinhiboval lihnuti vajicek.

Tabulka €. 6 Vliv OMK3 na lihnuti vaji¢ek ISE kmene

kontrola OMK3 OMK207 ABZ

0,0l uM 0,1 uM 1uM 20uM | 0,1 uM

Vylihla vajicka (primér,%) 100 98,73 97,96 99,86 21,52 94,64

SD (%) 0 2,52 5,06 10,58 7,74 9,12

Tabulka ¢. 7 Vliv OMK4 na lihnuti vajicek ISE kmene

kontrola OMK4 OMK207 ABZ

0,0l uM 0,1 uMm 1uM 20uM | 0,1 uM

Vylihla vajicka (primér,%) 100 92,85 99,59 101,49 21,52 94,64

SD (%) 0 5,84 6,85 3,13 7,74 9,12
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Obrazek €. 7 Vliv OMK3, OMK4, OMK207 a ABZ na lihnuti vaji¢ek ISE kmene H. contortus.
Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni

inhibici lihnuti vajicek oproti kontrole (p < 0,01).

Vysledky lihnuti vajicek WR kmene ovlivnénych derivaty OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 8 a 9 a na obrazku 8. Jak je z vysledkl patrné, nové derivaty OMK3
a OMK4 nemaiji ovicidni ucinek na vajicka WR kmene, na rozdil od dfive testovaného
derivatu OMK207. V pouZzité koncentraci 10 uM inhiboval lihnuti vajicek o cca 41 %

oproti kontrole.

Tabulka ¢. 8 Vliv OMK3 na lihnuti vajicek WR kmene

kontrola OMK3 OMK207 ABZ

001uM 0,1pM  1pM | 20pM | 10 uM

Vylihld vajicka (pramér,%) 100 96,56 99,27 102,7 71,48 59,31

SD (%) 6,07 2,97 1,76 2,62 9,55 5,22

Tabulka €. 9 Vliv OMK4 na lihnuti vajicek WR kmene

kontrola OMK4 OMK207 ABZ

0,01 uM 0,1 uM 1uM 20 uM 10 uM

Vylihla vajicka (pramér,%) 100 101,67 106,56 98,29 71,48 59,31

SD (%) 6,07 3,29 9,66 0,19 9,55 5,22
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Obrazek ¢. 8 Vliv OMK3, OMK4, OMK207 a ABZ na lihnuti vajicek WR kmene H. contortus.
Vysledky jsou vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni

inhibici lihnuti vajicek oproti kontrole (p < 0,01).

5.2 Viliv derivatiit OMK3 a OMK4 na viabilitu larev xL3

Test viability larev xL3 byl vyuzit pro sledovani potencidlniho anthelmintického
ucinku novych derivatl OMK3 a OMK4. Derivaty byly testovany ve tfech koncentracich
0,01; 0,1 a 1 uM na larvach xL3 ISE a WR kmene. Na konci experimentu byla zjisténa
viabilita pomoci stanoveni koncentrace ATP. Namérené koncentrace byly
normalizovany vztazenim na koncentraci protein(. Viabilita byla vyjadrena
v procentech. Vysledny pomér ATP/koncentrace proteint v kontrole (larvy xL3
inkubovana pouze s 1 % DMSO) predstavoval 100 %. V experimentu byl rovnéz pouzit
10 uM levamizol jako pozitivni kontrola. Test byl proveden jednou na ISE a jednou

na WR kmenu.
Statistickd analyza byla provedena v excelu za pomoci neparového T-testu.

Vysledky viability larev xL3 ISE kmene ovlivnénych derivaty OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 10 a na obrazku 9. Jak je z vysledk( patrné, doslo ke snizeni viability

vlivem témér vSech koncentraci OMK3 i OMK4. Nejvice snizil viabilitu 10 uM levamizol
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cca 0o 65 % oproti kontrole. Nové derivaty OMK 3 a OMK4 i ve velmi nizkych

koncentracich tedy maji anthelminticky ucinek na larvy xL3 ISE kmene.

Tabulka €. 10 Vliv OMK3 a OMK4 na viabilitu larev xL3 ISE kmene

kontrola OMK3 OMK4 LEV

0,01 0,01
uM 0,1uM 1uM uM 0,1uM 1uM 10 uM

Catp
(primér+SD) 656,7 786,82 | 672,52 | 576,61 | 810,52 | 638,4 | 598,52 | 409,44

[nM] t116 +30 +99 t 37 +115 t19 66 1t 68

CBilkovina
(primérzSD) 26,48 55,94 30,68 47,34 61,69 46,18 40,86 46,28

[mg/ml] +18 t16 11 8 22 t19 t12 126

Viabilita
ATP/bilkovina
(%xSD) +43 18 +15 9 +14 18 13 15
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Obrazek ¢. 9 Vliv OMK3, OMK4 a LEV na viabilitu larev xL3 H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni sniZeni

viability larev xL3 oproti kontrole (p <0,01).

Vysledky viability larev xL3 WR kmene ovlivnénych derivaty OMK3 a OMK4

v koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM jsou uvedeny v tabulce 11 a na obrdzku 10. Jak je
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z vysledk( patrné, derivaty pouze mirné (vétSinou nesignifikantné) sniZzovaly viabilitu

larev xL3 WR kmene. 10 uM levamizol sniZil viabilitu xL3 larev WR kmene cca o0 23 %

oproti kontrole.

Tabulka ¢. 11 Vliv OMK3 a OMK4 na viabilitu larev xL3 WR kmene

kontrola OMK3 OMK4 LEV
0,01 0,01
uM 0,1 uMm 1uM uM 0,1 uMm 1uM 10 um
CaTp
(pramér+sD) | 517,59 | 499,69 | 5804 | 404,84 | 446,67 | 426,53 | 507,19 | 374,56
["M] +97 | +74 | +85 | +45 | +22 | +40 | +76 | 27
CBilkovina
(primér+SD) | 84,84 | 106,13 | 87,3 | 81,01 | 7426 | 61,68 | 100,13 | 102,87
[mg/ml] +4 +19 | +14 | +20 | +10 +7 £25 | a1
Viabilita 100 | 7821 | 10912 | 8503 | 100,27 | 113,7 | 8595 | 67,09
ATP/bilkovina
(%SD) +20 | +12 +7 +15 | +15 | +10 | +17 | +20
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Obrazek ¢. 10 Vliv OMK3, OMK4 a LEV na viabilitu larev xL3 H. contortus WR kmene. Vysledky

jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni sniZeni

viability larev xL3 oproti kontrole (p < 0,01).
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5.3 Vliv derivatii OMK3 a OMK4 na viabilitu dospélct

Test viability dospélcd (samecek i sameckd) byl vyuZit pro sledovani
potencidlniho anthelmintického ucinku novych derivatu OMK3 a OMK4. Derivaty byly
testovany na dospélych sameccich i samic¢kach ve tfech koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM.
Na konci experimentu byla zjiSténa viabilita pomoci stanoveni koncentrace ATP.
Namérené koncentrace byly normalizovany vztaZzenim na koncentraci protein(.
Viabilita byla vyjadfena v procentech. Vysledny pomér ATP/koncentrace proteind
v kontrole (dospélci inkubovani pouze s1 % DMSO) predstavoval 100 %.
V experimentu byl rovnéz pouzit 10 uM levamizol jako pozitivni kontrola. Test byl

proveden jednou na ISE kmenu.
Statistickd analyza byla provedena v excelu za pomoci neparového T-testu.

Vysledky viability sameckd ISE kmene ovlivnénych derivaty OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 12; 13 a na obrazku 11; 12. Jak je z vysledk( patrné, doslo ke snizeni
viability ve vzorcich inkubovanych stémér vSemi koncentracemi OMK3 i OMKA4.
S rostouci koncentraci obou derivati dosSlo k vétSimu poklesu viability. 10 uM
levamizol snizil viabilitu cca o 56 % oproti kontrole. 1 uM OMK3 i OMK4 zpUsobil
podobny pokles na viabilitu sameckd jako 10 uM levamizol. Nové derivaty OMK 3
a OMK4 i ve velmi nizkych koncentracich tedy maji vyrazny anthelminticky ucinek

na dospélé samecky ISE kmene.
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Tabulka €. 12 Vliv OMK3 na viabilitu dospélcli sameckd ISE kmene

kontrola OMK3 LEV
0,01 uM 0,1 uM 1M 10 uM
CaTp
(primér+SD) 206,63 199,3 120,44 92,9 115,7
[NM] +39,67 +21,78 +24,59 + 26,24 +17,92
Cgilkovina
(pramérxSD) 207,5 209,5 198,75 201,5 265,5
[mg/ml] +18,41 + 14,97 + 14,57 + 25,47 +7,3
Viabilita 100 95 60,33 45,43 43,7
ATP/bilkovina
(%+SD) + 19,65 +5,92 +10,72 +7,61 +7,48

Viabilita ATP/bilkovina (%)
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Obrazek ¢. 11 Vliv OMK3 a LEV na viabilitu dospélct sameckl H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni sniZeni

viability dospélct samecku oproti kontrole (p <0,01).
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Tabulka €. 13 Vliv OMK4 na viabilitu dospélci sameckd ISE kmene

kontrola OMK4 LEV
0,01 uM 0,1 uM 1uM 10 pM
CaTp
(primér+SD) 226,27 155,88 127,47 107,83 115,7
[NM] + 68,46 +11,74 +22,18 +21,1 +17,92
CBilkovina
(primér+SD) 223,25 201,25 212,5 200 265,5
[mg/ml] +27,56 +13,39 + 24,55 +23,16 +7,3
Viabilita 100 77,58 59,79 54,83 43,7
ATP/bilkovina
(%SD) +22,64 +5,34 +6,06 +13,57 +7,48
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Obrazek ¢. 12 Vliv OMK4 a LEV na viabilitu dospélct sameckl H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni sniZeni

viability dospélct samecku oproti kontrole (p <0,01).

Vysledky viability sami¢ek ISE kmene ovlivnéné derivaity OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 14; 15 a na obrazku 13; 14. Jak je z vysledk( patrné, doslo ke snizeni
viability u vSech koncentraci OMK3 i OMK4. U OMK 3 byl pokles viability u 0,01 uM

a 0,1 uM koncentrace podobny. Nejvétsi pokles byl zaznamendn u 1 uM koncentrace
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se snizenim viability o 34 % oproti kontrole. U OMK4 s rostouci koncentraci derivatu
doslo k vétSimu poklesu viability. Nejvice doslo k poklesu viability u 10 uM levamizolu
a to cca o0 59 % oproti kontrole. 1 uM OMK4 zaznamenalo podobny pokles jako 10 uM
levamizol. Nové derivaty OMK 3 a OMK4 tedy maji anthelminticky Ucinek na dospélé

samicky ISE kmene.

Tabulka ¢. 14 Vliv OMK3 na viabilitu dospélc samicek ISE kmene

kontrola OMK3 LEV
0,01 uM 0,1 uM 1 uM 10 uM
CaTp
(pramérssp) | 173,21 137,16 135,28 107,85 70,41
[M] +38,85 +26,06 +6,59 +25,23 +14,83
CBilkovina
(pramér+SD) 173,5 159 160 164 170,75
[mg/ml] +8,62 +13,13 +13,29 +10,25 +13,39
Viabilita 100 81,54 84.96 65,73 40,93
ATP/bilkovina
(%SD) +22.64 +9,65 +6,03 +14,07 +6,91
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Obrazek ¢. 13 Vliv OMK3 a LEV na viabilitu dospélcli samicek H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni sniZeni

viability dospélct samicek oproti kontrole (p < 0,01).

Tabulka €. 15 Vliv OMK4 na viabilitu dospélci samicek ISE kmene

kontrola OMK4 LEV
0,01 uMm 0,1 uMm 1uM 10 um
CATP
(primér+SD) 150,8 1383 107,61 79,45 70,41
[M] +12,53 +22,76 +14 +842 +14.83
CBilkovina
(primér+SD) 151 158,5 162,25 169,5 170,75
[mg/ml] +6,2 +78 +6,06 +7.23 +13,39
Viabilita 100 86,79 66,4 47,07 40,93
ATP/bilkovina
(%5D) +8,69 +10,03 +889 +6,02 +6,091
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Obrazek ¢. 14 Vliv OMK4 a LEV na viabilitu dospélcli samicek H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdicka znadi signifikantni snizeni

viability dospélct samicek oproti kontrole (p < 0,01).

5.4 Vliv derivatiit OMK3 a OMK4 na motilitu larev xL3

Test motility larev xL3 ISE kmene byl vyuzZit pro sledovani potencidlniho
anthelmintického ucinku novych derivati OMK3 a OMK4. Derivaty byly testovany
ve tfech koncentracich 0,78; 1,56 a 3,12 uM. Na konci experimentu byly spocitany
mrtvé a pohyblivé larvy. Uspésnost motility byla vyjadiend v procentech. Pocet
pohyblivych larev v kontrole (vajicka inkubovana pouze s1 % DMSO) predstavoval
100 %. V experimentu byl rovnéz pouzit 5 uM levamizol jako pozitivni kontrola. Test byl

proveden jednou na ISE kmenu.

Vysledky motilit xL3 larev ISE kmene ovlivnéné derivaty OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 16 a na obrazku 15. Jak je z vysledk( patrné, nové derivaty OMK 3
a OMK4 nemaji vliv na motilitu xL3 larev ISE kmene, na rozdil od 5 uM levamizolu,

ktery inhiboval motilitu 0 94 % oproti kontrole.
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Tabulka €. 16 Vliv OMK3 a OMK4 na motilitu larev xL3 ISE kmene

kontrola OMK3 OMK4 LEV
3,12 3,12
0,78uM 1,56 uM UM 0,78uyM 1,56 yM UM 5uM
Motilita
(primér,%) 100 110,89 131,65 | 122,83 94,11 101,62 117,3 17,48
SD (%) 23,07 23,18 13,63 11,17 11 9,62 4,87 6,28
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Obrazek €. 15 Vliv OMK3, OMK4 a LEV na motilitu larev xL3 H. contortus ISE kmenu. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdi¢ka znadi signifikantni sniZeni

motility larev xL3 oproti kontrole (p < 0,01).

5.5 Vliv derivatii OMK3 a OMK4 na motilitu dospélcti

Test pozorovani motility dospélcd byl vyuZit pro sledovani potencidlniho
anthelmintického uc¢inku novych derivatu OMK3 a OMK4 na dospélce. Derivaty byly
testovany ve trech koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM. Jako kontrola bylo pouzito 1 %
DMSO. V experimentu byl rovnéZz pouzit 10 uM levamizol jako pozitivni kontrola.
Pohyblivost dospélcli, ktefi byli inkubovani pfi 37 °C, byla zaznamenana na kratka
desetisekundova videa (v ¢ase 0; 1,5; 3; 5; 6; 15; 20; 24; 28; 41 a 48 h). Test byl

proveden pouze jednou na ISE a WR kmenu.
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Z tohoto experimentu nevysly Zadné vysledky, jelikoz se dospélci na videu

nehybali uz od pocatecnich zaznamd, tedy uz v ¢ase 0 h.

5.6 Vliv derivatii OMK3 a OMK4 na viabilitu ultratenkych Fezi
z ovcCich jater

Pro sledovéani potenciondlniho hepatotoxického ucinku novych derivati OMK3
a OMK4 byly vyuzity ultratenké fezy ovcich jater. Derivaty byly testovany v jedné
koncentraci 1 uM. Na konci experimentu byla zjisténa viabilita jaternich bunék pomoci
zméreni koncentrace ATP a bilkoviny. Viabilita byla vyjadfena v procentech. Pomér
ATP/koncentrace proteind ultratenkych tfezd z ovcich jater inkubovanych v médiu
pouze s1 % DMSO predstavoval 100 %. V experimentu byl rovnéZz pouzit 10 uM
paracetamol jako pozitivni kontrola. Test byl proveden pouze jednou pro vSechny

latky.
Statistickd analyza byla provedena v excelu za pomoci neparového T-testu.

Vysledky viability ultratenkych fez( ovlivnénych derivaty OMK3 a OMK4 jsou
uvedeny v tabulce 17 a na obrazku 16. Jak je z vysledk( patrné, nové derivaty OMK 3
a OMK4 nemaji hepatotoxicky ucinek na ovci jatra, na rozdil od 10 uM paracetamolu,

ktery snizil viabilitu jater o 60 %.

Tabulka €. 17 Viiv OMK3 a OMK4 na viabilitu ultratenkych rez(

kontrola OMK3 OMKA4 APAP
1% 1uMm 1uM 10 uM
Viabilita 100 85,26 89,27 40,31
(ATP/bilkovina)
(prdmér, %)
SD (%) 16,17 7,36 8,26 25,1
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Obrazek €. 16 Vliv OMK3, OMK4 a paracetamolu na viabilitu ultratenkych fezd. Vysledky jsou
vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Ve vysledcich je uvedena i viabilita

ultratenkych fezl v ¢ase 0 h. Hvézdicka znaci signifikantni sniZeni viability ultratenkych

fez( oproti kontrole (p <0,01).
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6. DISKUSE

V pribéhu let se stavaji dostupna anthelmintika méné a méné ucinnd z ddvodu
narUstajici lékové rezistence (Zajickova et al., 2020). Rezistence na anthelmintika
u H. contortus byla ptitom uz popsana u témér vsech tfid anthelmintik (Naeem et al.,
2021). Haemonchéza pfitom zpusobuje velké ekonomické ztraty chovatellm
prezvykavcl a stava se ¢im dal vétSim celosvétovym problémem. Proto je tfeba hledat
anthelmintika nova s novym mechanismem Ucinku. PFi vyvoji 1éCiv je také dulezité
kromé otestovani ucinnosti latek proti anthelmintdm, rovnéz testovat potencionalni
toxicitu nového léciva na bunky hostitele, aby bylo 1é¢ivo pro zvite bezpecné. Protoze
jatra jsou velmi nachylna k IéCivim byva v prvé rfadé u potencionalnich IéCiv testovana

jejich hepatotoxicita (Zajickova et al., 2020; Zajickova et al., 2022).

Pro sledovani ovicidni aktivity latek OMK3 a OMK4 byla poZita metoda testovani
lihnuti vajicek. Vyhodou této metody je relativné snadné ziskani vajicek helmint(
a jejich kultivace. Nevyhodou této metody je, Ze vajicka vétSinou nebyvaji cilovym
stddiem pro anthelmintika, proto také fada bézné pouzZivanych anthelmintik nema
ovicidni ucinek (napf. imidazothiazoly). Mezi anthelmintika s ovicidnim Ucinkem se radi
napf. benzimidazoly (Babjdk et al., 2021; Janostikovd; 2020; Kotze a Prichard, 2016;
Nguyen et al., 2021). Na zadkladé vysledkd testu lihnuti vaji¢ek bylo zjisténo, Ze derivaty
OMK3 a OMK4 nemaji zadny vliv na lihnuti vajicek ISE ani WR kmene. Ani jeden

z derivatl tedy nedisponuje ovicidnim Gcinkem.

Dale byl u derivatl BLK3 a BLK4 sledovan anthelminticky ucinek metodami
sledujicimi Zivotaschopnost H. contortus. V nasem pripadé byl pouZit test motility
a méreni koncentrace ATP. Dale by se jeSté dala pozorovat Zivotaschopnost
H. contortus testem vyvinu larev. Stanoveni koncentrace ATP je jednou z novéjsich
metod. Velkou vyhodou této metody je, Ze se da pouzit na larvalni i dospélé stadium
parazita. Stanoveni anthelmintické aktivity na stadiu dospélce je dllezité, jelikoz cilem
pro anthelmintika jsou pravé dospélci. Nevyhodou pfi testovadni potenciondlnich
anthelmintik na dospélcich je relativné obtizné ziskani dospélcli a také kratka doba
jejich zivotaschopnosti pfi uchovani ex vivo v kultivaénim médiu (Nguyen et al., 2021).

Metodu stanoveni motility Ize také pouzZit i na dospélé stadium, ale jeji nevyhodou
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a zaroven i nevyhodou metody testovani vyvinu larev je jejich pracnost a subjektivnost

pfi vyhodnoceni (Smout et al., 2010).

Stanoveni Zivotaschopnosti pomoci bioluminiscenéni metody ATP je velmi
citlivou a robustni metodou. Koncentrace ATP po smrti buriky velmi rychle klesa
a zavisi na velikosti Cerva. Ziskané hodnoty ATP musi tedy byt normalizovany

na celkovou koncentraci bilkoviny (Nguyen et al., 2021).

Z vysledkl sledovani vlivu testovanych derivatQ na viabilitu larev xL3 je patrné,
Ze derivaty OMK3 i OMK4 maji anthelminticky ucinek proti xL3 larvam ISE kmene
a to i ve velmi nizkych koncentracich. Naopak pfi testovani motility na xL3 larvach ISE
kmene nebyl vidét Zadny ucinek derivat(i. Viabilitu WR kmene ovlivnily testované
derivaty pouze mirné nebo vlbec. Ztoho vyplyva, Ze by derivdity OMK3 i OMK4
nemusely vykazovat anthelminticky ucinek u rezistentniho WR kmene H. contortus,

avsak bude nezbytné experiment zopakovat.

Z vysledkl sledovani vlivu testovanych derivatl na viabilitu dospélcl je patrné,
ze derivaty OMK3 i OMK4 maji anthelminticky ucinek proti sameckim i samickam
ISE kmene i ve velmi nizkych koncentracich. U sameckd i samicek inkubovanych
s latkami OMK3 a OMK4 pfitom doslo k podobnému poklesu. Z toho vyplyva, Ze by
derivaty OMK3 i OMK4 mohly mit anthelminticky Ucinek na samicky i samicky
ISE kmene. Na dospélcich kmene WR nebylo, bohuzel, mozné derivaty OMK3 a OMK4

otestovat z divod( nizkého poctu ziskanych jedinca.

U dospélc inkubovanych s testovanymi derivaty byla také sledovana motilita
pomoci zaznamu kratkych desetisekundovych videi. Videa byla zaznamendna
v nékolika ¢asech (0; 1,5; 3; 5; 6; 15; 20; 24; 28; 41 a 48 h) po pridani derivatl OMK3
a OMK4 k dospélcim. Z tohoto testu, bohuzel, nebyly ziskany Zadné vysledky z diivodu

Spatné motility uZ od pocatecnich zaznama v ¢ase 0 h a to véetné kontrolni skupiny.

Na zakladé vlivu derivatd OMK3 a OMK4 na ovéi hepatocyty bylo zjiSténo,
Ze derivaty nemaji toxicky ucéinek na ovéi jatra, tudiz by mohly byt pouzity jako
potencialni anthelmintika.

Pred zahdjenim klinického testovani derivatd OMK3 a OMK4 jako potencialnich

anthelmintik by bylo potfeba testy zopakovat, aby bylo vice udajli o ucincich derivata
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a latky mohly byt prohlaseny za ucinné. Dale by bylo potfeba potvrdit anthelminticky
ucinek na xL3 larvy ISE kmene, jelikoZ test stanoveni ATP bioluminiscen¢ni metodou
a test motilit davaji rozdilné vysledky. Mélo by se dodélat nékolik testd na WR kmeni,
ktery nebyly provedeny z dlivodu nizkého poctu vyprodukovanych jedincl a zopakovat
nepovedené testovani motilit na dospélcich. Pfed samotnym klinickym hodnocenim
je potfeba potvrdit, Ze latky nejsou toxické pro zvifata. Nasledné by |é¢iva mohla byt

schvalena.

Na zakladé nejnovéjsich studii bylo v posledni dobé testovano nékolik latek,
které se mohou stat potencidlnimi anthelmintiky. Jednou z téchto latek je BLK127,
ktera neprojevila ovicidni aktivitu, ale projevila anthelmintickou aktivitu pfi testovani
proti dospélcim citlivého i rezistentniho kmene. JelikoZ u této latky nebyla prokdzana
ani hepatotoxickd aktivita v koncentraci 100 uM, jevi se jako potencidlni kandidat
na anthelmintikum (Zajickovd et al.; 2022). V boji proti rezistenci se také vyuZivaji
rizné alternativni zplsoby. Mezi né patfi napt. rostlinnd anthelmintika. V posledni
dobé byl napt. vyzkousen ucinek myrty obecné (Myrtus communis). Pfi testovani byl
jako in vivo model zvolen gastrointestinalni parazit mysi Heligmosomoides polygyrus.
U silic této rostliny byly potvrzeny ovicidni Gcinky za pomoci testu lihnuti vajicek
a anthelmintické ucinky za pomoci in vivo testll na H. polygyrus (Sebai et al., 2022).
Dalsi testovanou rostlinou byla Acacia bilimekii. Hodnotily se ovicidni ucinky
hydroalkoholového extraktu, a jeho hlavni slozky kyseliny p-kumurové, na vajickach
H. contortus testem lihnuti vajicek. Z vysledkd vyplyva, Ze by rostlina méla mit ovicidni
ucinky (Cortes-Morales et al., 2023). Také byl hodnocen ucinek kombinace ivermektinu
s limonenem podané ovcim nakazenym multirezistentni H. contortus. Zjistilo se,
Ze limonen s ivermektinem neni schopen zabit multirezistentni kmen H. contortus,
ale snizuje kontaminaci pastvin snizenim vylucovani vajicek sami¢kami H. contortus.

Mechanismus ucinku neni znam (Katiki et al., 2023).
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7. ZAVER

V této diplomové praci byla testovana potencidlni anthelmintickd ucinnost

a hepatotoxicita novych derivata kyseliny benzhydroxamové OMK3 a OMK4.

1)
2)

3)

4)

5)

Byla ziskana vajicka, larvy a dospélci ISE a WR kmene H. contortus.

Byl sledovan vliv derivatd OMK3 a OMK4 na lihnuti vajicek H. contortus
pomoci testu lihnuti vajicek. Ani jeden z derivatu neprojevil ovicidni ucinek.
Byl sledovan vliv derivati OMK3 a OMK4 na motilitu a viabilitu larev
a dospélcll H. contortus. Derivaty vykazovaly signifikantni anthelminticky
ucinek na xL3 larvy a dospélce H. contortus ISE kmene. Naopak nemély
zadny vliv na viabilitu xL3 larev WR kmene a na motilitu xL3 larev
ISE kmene.

Pti porovnani anthelmintického ucinku derivatll OMK3 a OMK4 u xL3 larev
ISE a WR kmene H. contortus bylo zjiSténo, Ze derivaty plsobi pouze na
ISE kmen a na WR kmen ne. Vzhledem k tomu, Ze experiment byl proveden
jen jednou a pouze na larvach, je nezbytné v testovani derivatQ
na WR kmeni pokracovat.

Byly pfipraveny precizni jaterni fezy a bylo zjisténo, ze OMK3 ani OMK4

neovliviuji jejich viabilitu.
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8. POUZITE ZKRATKY

Zkratka

Vyznam zkratky v AJ

Cesky vyznam

H. contortus

Haemonchus contortus

Vlasovka slezova

Larvall;2;3a4

Larva stadia 1;2;3a 4

Hcl4 -- Rané stadium L4

ALP Alkaline phosphatases Alkalicka fosfataza

AST Aspartate aminotransferase Aspartataminotransferaza

ALT Alanine aminotransferase Alaninaminotransferaza

ISE Inbred Suspectible Edinburgh Citlivy kmen H. contortus

IRE Inbred Resistant Edinburgh Rezistentni kmen H. contortus
pouze ke skupiné
benzimidazoli

WR White river Multirezistentni  kmen  H.
contortus

HTS High-troughput screening Vysoce vykonny screening

PCLS Precision-cut liver slice Pfecizni ultratenky jaterni fez

ATP Adenosine triphosphate Adenosintrifosfat

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- | 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

diphenyltetrazolium bromide 2,5-difenyltatrazoliumbromid
p.o. Per os Peroralni podani
FECRT Faecal egg count reduction test | Test na sniZeni poctu vajicek ve
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stolici

EHT Egg hatch test Test lihnuti vajicek

LDT Larval development test Test vyvinu larev

BCA Bicinchoninic acid Kyselina bicinchinova

PBS Phosphate Buffered Saline Fosfatovy pufr

NaCl Sodium chloride Chlorid sodny

ABZ Albendazole Albendazol

DMSO Dimethyl sulfoxide Dimethylsulfoxid

CO, Carbon dioxide Oxid uhlicity

NaClO Sodium hypochlorite Chlornan sodny

LEV Levamisole Levamisol

BSA Bovine serum albumin Hovézi sérovy albumin

HCI Hydrochlorid acid Kyselina chlorovodikova

ddH,0 Double distilled water Dvakrat  destilovana  voda
(ultracista voda)

xL3 -- Odplasténé larvy

NaOH Sodium hydroxide Hydroxid sodny

RPMI médium Roswell Park Memorial Institute | Bunécné kultivacni médium
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larev XL3 oproti Kontrole (P S 0,01) ...ttt ettt e e tte e e e e sare e e e ebta e e e e areeaeeanes 50
Obrazek ¢. 11 Vliv OMK3 a LEV na viabilitu dospélct sameckl H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdicka znadi signifikantni sniZeni viability
dospélct sameckd oproti kontrole (P £ 0,01). cccuiiieeciieee et e aae e 52
Obrazek ¢. 12 Vliv OMK4 a LEV na viabilitu dospélct sameckud H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdicka znaci signifikantni sniZeni viability
dospélct sameckd oproti kontrole (P £ 0,01). ccccuvieieciiiee ettt e aae e 53
Obrazek ¢. 13 Vliv OMK3 a LEV na viabilitu dospélct samicek H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdicka znaci signifikantni sniZeni viability
dospélcl samicek oproti kontrole (P S 0,01). c.ueiiiieciiieeeeee e 55
Obrazek ¢. 14 Vliv OMK4 a LEV na viabilitu dospélct samicek H. contortus ISE kmene. Vysledky
jsou vyjadieny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdicka znaci signifikantni sniZeni viability
dospélc samicek oproti kontrole (P S 0,01). cueiiiieciiieeeceee e e 56
Obrazek €. 15 VIiv OMK3, OMK4 a LEV na motilitu larev xL3 H. contortus ISE kmenu. Vysledky
jsou vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Hvézdicka znaci signifikantni snizeni motility
larev XL3 oproti Kontrole (P S 0,01)....ccc ettt et e e e et e e e e e eara e e e earaeeeeearaeaeeanes 57
Obrazek ¢. 16 Vliv OMK3, OMK4 a paracetamolu na viabilitu ultratenkych rez(. Vysledky jsou
vyjadreny v procentech kontroly (= 100 %). Ve vysledcich je uvedena i viabilita ultratenkych
fezl v Case 0 h. Hvézdicka znaci signifikantni snizeni viability ultratenkych fez( oproti kontrole
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