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Hlistice Haemonchus contortus je krev sajici parazit prezvykavcu, ktery znacné
snizuje produktivitu chovi hospodarskych zvifat na celém svété. Navzdory tomu,
ze anthelminticka 1écba je klicova pro kontrolu hemonchoézy, stale ¢astéjsi rozvoj lékové
rezistence u H. contortus snizuje u¢innost dostupnych anthelmintik. Proto je nezbytné

hledat nova 1é¢iva, ktera budou ucinna i proti rezistentnim kmeniim H. contortus.

Teoretickd Cast této diplomové prace predklada stru¢ny piehled soucasnych
moZnosti 1é€by hemonchoézy, vcetné mechanismu G€inku bézn€ pouzivanych
anthelmintik. RovnéZ jsou predstavena alternativni opatieni k prevenci a 1écbé
hemonchozy, véetné podavani rostlinnych latek, vakcin a biologické kontroly, z hlediska
jejich potencidlu nahradit ¢1 dopliiovat anthelmintickou 1écbu a tim zmirfiovat rizika

rozvoje rezistence.

V experimentalni Casti byla hodnocena u€innost dvou novych potencialnich
anthelmintik OMK1 a OMK2, syntetizovanych v laboratofi prof. Kurze na Univerzité
Heinricha Heina v Diisseldorfu. V naSich laboratofich byla sledovana i¢innost OMK1
a OMK2 proti vajickdm, larvdm a dospélcim H. contortus kmene citlivého i kmene
rezistentniho na anthelmintika. Rovnéz byla testovana potencialni toxicita téchto latek

v jaternich fezech.

Vysledky ukézaly, ze OMK1 nema ovicidni uc¢inek, avSiak OMK2 inhibuje lihnuti
vajicek pii koncentraci 1 uM. Vliv téchto latek na xL3 larvy byl nejednoznacny. Slibna
anthelminticka aktivita OMK1 a OMK2 se jevi u dospé€lct H. contortus. U samcll a samic
ISE kmene doslo k poklesu viability vlivem latky OMKI1 pfii koncentracich 0,1 a 1 uM.

U samic IRE kmene OMKI viabilitu nesniZzoval, avSak u samcu byl ucinny



jiz v koncentraci 0,1 pM. Derivat OMKI1 nesnizoval motilitu samic ISE kmene,
avSak u samcti nastal vyznamny pokles motility vlivem OMKI. Derivat OMK2
v koncentraci 0,1 a 1 pM snizoval viabilitu dospélcii obou pohlavi i kmenti. Rovnéz bylo

u samci i samic exponovanych OMK2 pozorovano snizeni motility. Ani jeden z derivata

nevykazoval toxicitu na fezech z ov¢ich jater.

Z vysledki je ziejmé, ze oba nové derivaty, obzvlaste OMK2, maji potencial se stat

novymi anthelmintiky proti H. contortus.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Katefina Junkova

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

Consultant: Mgr. Josef Kratky, PharmDr. Thuy Linh Nguyen, Ph.D.

Title of diploma thesis: Testing of the efficacy and toxicity of new potential
anthelmintics I

Haemonchus contortus, a blood-feeding nematode of ruminants, causes significant
economic losses in livestock production worldwide. Despite anthelmintic therapy being
crucial for haemonchosis control, the emergence of anthelmintic resistance
in H. contortus is increasingly compromising the efficacy of available drugs. Therefore,
there is an urgent need for novel anthelmintics effective against resistant H. contortus

strains.

The theoretical part of this thesis provides a concise overview of current treatment
options for haemonchosis, including the mode of action of commonly used anthelmintics.
Alternative measures for haemonchosis prevention and control, including plant-derived
anthelmintics, vaccines, and biological control, are also presented in the context of their
potential to replace or supplement anthelmintic therapy and thereby mitigate the risk

of resistance development.

The experimental part of this thesis evaluated the efficacy of two novel potential
anthelmintics, OMK1 and OMK2, synthesized in the laboratory of Prof. Kurz at Heinrich
Heine University Diisseldorf. The anthelmintic activity of OMKI1 and OMK?2 against
eggs, larvae, and adults of both susceptible and anthelmintic-resistant H. contortus strains
was assessed in our laboratories. Additionally, the potential toxicity of these compounds

was tested in liver slices.

The results demonstrated that OMK 1 had no ovicidal effect, while OMK2 inhibited

egg hatching at a concentration of 1 uM. The effect of these compounds on xL3 larvae



was inconclusive. Promising anthelmintic activity of OMK1 and OMK2 was observed
against adult H. contortus. OMKI reduced the viability of ISE strain males and females
at concentrations of 0,1 and 1 uM, respectively. In IRE strain females, OMKI1 did not
affect viability, but was effective against males at a concentration of 0,1 uM. The OMK 1
derivative did not reduce the motility of ISE strain females; however, a significant
decrease in motility was observed in males exposed to OMKI1. The OMK?2 derivative
reduced the viability of adults of both sexes and strains at concentrations of 0,1 and 1 uM.
A decrease in motility was also observed in both males and females exposed to OMK2.

Neither derivative exhibited toxicity to sheep liver slices.

The results suggest that both novel derivatives, particularly OMK2, hold promise

as potential anthelmintics against H. contortus.
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1 Uvod

Parazitické infekce, zejména ty zplsobené gastrointestinalnimi hlisticemi,
predstavuji vyznamnou hrozbu pro zdravi a produktivitu hospodatskych zvitat na celém
svete. Mezi t€mito parazity je Haemonchus contortus povazovan za jednoho z hlavnich

patogent postihujici malé piezvykavce, mezi které patii napiiklad ovce a kozy.

Anthelmintika jsou zpravidla prostfedky prvni volby pifi kontrole infekci
zpusobenych H. contortus. AvSak vznik lékové rezistence podtrhl naléhavou potiebu

novych 1éciv, kterd budou u¢innd i u rezistentnich kmenti H. contortus.

Tato diplomova prace se zaméfuje na testovani UCinnosti a toxicity novych
potencidlnich anthelmintik cilenych proti tomuto parazitovi. S ohledem na klesajici
ucinnost stavajicich anthelmintik pfedstavuje intenzivni vyvoj novych 1é¢iv piislib feseni
problémt zplsobenych kmeny parazitl, které jsou odolné proti dostupnym Ié€ivim.
V této préci byla posouzena G¢innost dvou novych potencialnich anthelmintik OMK1

a OMK?2 u citlivych i rezistentnich kment H. contortus.

Zavedeni novych anthelmintik do veterinarni praxe vyZaduje piisné hodnocent,
aby se zajistila jejich u€innost a soucasn¢ i bezpecnost. Proto byla rovnéz testovana

potencialni hepatotoxicita u obou novych sloucenin.

Objasnénim ucinnosti a toxicity téchto novych potencidlnich anthelmintik si tato
diplomova prace klade za cil poskytnout cenné poznatky o vhodnosti jejich dalsiho
vyzkumu a budouciho vyuziti pro praktickou aplikaci pfi 1é¢bé hemonchozy. Usp&sny
vyvoj a nasazeni u¢innych a bezpe¢nych anthelmintik jsou zasadni pro ochranu zdravi
a dobrych Zivotnich podminek pro populace malych ptezvykavci, a téz jsou podstatné

pro minimalizovani finan¢ni ztraty farmara.



2 Teoreticka Cast

2.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus neboli vlasovka slézova, jak zni jeji Cesky nazev, je helmint
z kmene Nematoda a Celedi Trichostrongylidae (Rudolphi, 1803). Jedna se o jednoho
z nejvyznamnéjsich paraziti malych pfezvykavct, nejcasteji ovci a koz, ktery zije v jejich

gastrointestinalnim traktu (Besier et al., 2016; Geary, 2016).

H. contortus se stal jednim z nejvice studovanych Trichostrongylidii také diky jeho
schopnosti pfizptisobovat se. Tato schopnost umoznila H. contortus se branit ucinkiim
hlavnich tfid nejcastéji pouzivanych 1éCiv, coz vede k selhani ucinnosti terapie a s tim
souvisejicim znacnym ekonomickym ztratdm chovatelti téchto malych ptezvykavcu.
H. contortus je také vhodnym experimentdlnim modelem z pohledu biologie a fyziologie,
jelikoZ oplyva vysokou plodnosti. DalS§im pozitivem se jevi i to, zZe se jim hostujici
organismus lehce nakazi, a tak je mozné ziskat i n¢kolik tisic Cervii z hostitelskych zvifat,

nemluvé o velkém mnozstvi larev a vajicek (Kotze & Prichard, 2016).

2.1.1 Vyskyt

Volné zijicim stadiim H. contortus vyhovuje teplé a vlhké prostiedi. Proto se hojné
vyskytuje v oblastech tropického klimatického pasma obou polokouli planety Zemé.
Jelikoz je H. contortus velmi prizpisobivy v Sirokém spektru prostiedi, kde 1 prokazal
své vyborné adaptivni mechanismy, tak se nyni nachazi témét ve vSech oblastech,

kde se chovaji mali pfezvykavci, bez ohledu na klimatické pasmo (Besier et al., 2016).

2.1.2 Morfologie

Vajicka tohoto parazita jsou ovalna, Casto sjednou stranou vice zakiivenou.
Vajicko mé primérnou délku 70 £10 um a Sitku + 45 um. Barva obalu vajicek v Cerstvém
trusu je udavana od mirné naZloutlé pres prihlednou. Pii podhledu pod mikroskopem
si miiZeme vS§imnou zrnitého vzhledu vajicka viz obrazek 1, ktery je dany tim, ze se jedna

o blastomeru (Ljungstrom et al., 2018; Veglia, 1916).



Obrazek 1: Vajicka Haemonchus contortus

Zdroj: prevzato z https://www.researchgate.net/figure/Haemonchus-eggs-as-seen-during-microscopic-
observation-75-45-mm_fig2 348951348

Dospélec H. contortus je nitkovity Cerv, ktery méti 1-3 cm. Parazit ma valcovité
télo, které se zuzuje smérem doptfedu. Mald ustni dutina je opatiena zubem lancetového
typu, ktery slouzi pro sani kapilarni krve ze stény zaludku. Zbarveni téla je bélave zluté,

avSak pozitd krev mu dodava naervenaly nadech (Naeem et al., 2021).

Obrazek 2: Morfologie samice, jeji pohlavni ustroji

Zdroj: viastni


https://www.researchgate.net/figure/Haemonchus-eggs-as-seen-during-microscopic-observation-75-45-mm_fig2_348951348
https://www.researchgate.net/figure/Haemonchus-eggs-as-seen-during-microscopic-observation-75-45-mm_fig2_348951348

Na konci téla samce se vyskytuje lalo¢nata genitalni burza. Samicky maji smérem
k zadnimu konci téla vulvalni vacky, které vyuzivaji k rozmnozovani. Krvi naplnéné
sttevo u samic s bilou délohou, zdtraziuje spiralovou vinovku vedouci skrze télo, ktera je

pro samice typicka viz piredchazejici obrazek 2 (Naeem et al., 2021).

Samecci byvaji vétSinou mensi nez samicky. Na nasledujicim obrazku 3 mzeme
sledovat vzhled a bursu u samce. OdliSnost mezi sami¢kami a samecky miizeme spatfit
nejenom v délce téla, ale i v jeho Sifce, dale pak v pfitomnosti burzy u samcii a vulvy

u samicek. (Widiarso et al., 2018)

Obrazek 3: Morfologie samce, bursa

Zdroj: viastni

2.1.3 Vyvojovy cyklus

KaZzdé jednotlivé stadium H. contortus potiebuje jiné Zivotni podminky pro sviyj
zivot. Volné zijici stadia, tj. vajicka, larvy prvniho stadia (L1), larvy druhého stadia (L2),
larvy tfetiho stadia (L3) a parazitujici stadia, tj. larvy ctvrtého stadia (L4) a dospé€lci,
potfebuji odlisné fyzikalni 1 chemické podminky pro své preziti, jako naptiklad pO2,

pCO2, pH, osmoticky tlak, redoxni potencial i teplotu (Besier et al., 2016; Harder, 2016).

Vyvojovy cyklus je pfimy, tudiz probihd bez mezihostitele. Nakaza se prendsi
horizontalng pastvou zvifat na travnatych pastvinach infekénimi L3. Zivotni cyklus

tohoto parazita se skladé se dvou fazi, a to zivota parazita ve slezu hostitele a Zivota mimo



hostitele, jak mizeme vidét na nasledujicim obrazku. Doba tohoto cyklu se udava okolo

dvaceti dni (Besier et al., 2016; Ehsan et al., 2020; Emery et al., 2016).
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Obrdzek 4: Zivotni cyklus H. contortus

Vajicka z trusu infikuji rostliny na pastve, tyto rostliny jsou poté pozieny zviraty, nasledné
se parazit usidli ve slezu, kde dospiva a produkuje nova vajicka

Zdroj: prevzato z https://encrypted-
tbnl.gstatic.com/images? g=tbn:ANd9GcTIHHS8qCnkLGccOoZo3F503JPgmpR4imJKUoHcfw

CGq28_dOZvA

Zivotni cyklus za¢ina, kdyz se dospéli samci a samice pohlavné rozmnoZuji
v hostitelském slezu. Odhaduje se, ze primérna samicka vyprodukuje 5 000-15 000
vajicek za den. Vajicka se dostavaji na pastvinu skrze trus nakazenych zvirat. Z vajicek
se béhem 4-6 dna vyvinou L1 a L2, a tyto larvy se za¢nou zivit bakteriemi v trusu.
Zajimavosti je, ze ¢im je vajicko mensi, tim krat$i dobu trva, nez se larva vylihne,
avSak ¢im je vajicko vétsi, tim spiSe se dokdze larva vylihnout i pfi niZSich teplotach.

Larvy L2 se vyviji do L3 za optimalnich teplotnich podminek 24-29 °C, ale stale


https://encrypted-tbn1.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcT1HH8qCnkLGccOoZo3F5Q3JPqmpR4jmJKUoHcfwCGq28_dOZvA
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si ponechavaji kutikulu z pfedchoziho vyvojového stadia (Ehsan et al., 2020; Emery et
al., 2016).

L3 jsou infekénim stddiem a jsou pozieny zvifetem spolu s rostlinnou stravou.
Po poziti L3 o dalsim prabehu vyvoje infekce rozhoduje fada faktord, které ovliviiuji
preziti a usazeni téchto larev v hostiteli. Mezi tyto faktory spada vék, plemeno, zdravotni
stav a vyziva hostitele. Tyto faktory ovliviiuji schopnost ovce vyvolat imunitni reakci
proti larvam H. contortus. Pokud nedojde k optimalni imunitni odpovédi, tak L3 putuji
az do slezu. Ve slezu tyto larvy svlékaji svou kutikulu a zavrtavaji se do jeho vnitini stény.
V L4 stadium se obvykle vyviji béhem 48 hodin, jedna se o prvni stddium Zivici se krvi
hostitelského organismu. Nasleduje stadium c¢asné dospélosti (L5) a stadium pozdni
dospélosti, béhem téchto stadii se Cervi zivi krvi svého hostitele (Arsenopoulos et al.,

2021; Ehsan et al., 2020; Emery et al., 2016; Flay et al., 2022; Harder, 2016).

Hlavnim zdrojem energie pro H. contortus, jakozto 1 pro mnohé dalsi krev-sajici
organismy, jsou ziviny zkrve. Krev savcii se vyznacuje relativné konstantnim pH
a obsahuje hojné mnozstvi glukodzy, aminokyselin, vitamint a dalSich zivin, které mize

byt jednoduse absorbované¢ hlistem (Harder, 2016).

Pokud infekéni L3 ¢i L4 larvy nemaji optimalni podminky pro sviij rozvoj,
tak nemusi pokracovat ve svém vyvoji. Tento jev nazyvame zastavou vyvoje, kdy tyto
larvy mohou spocinout v Zalude¢ni sliznici slezu. Jedna se o staddium, ve kterém parazit

,»Spi“‘, nezplisobuje onemocnéni a neni metabolicky aktivni (Ehsan et al., 2020).

2.1.4 Hemonchoza

Jak uz bylo zminéno, H. contortus patii k nejvice patogennim parazitim malych
pfezvykavcei, nejenom diky znacné spotiebé krve hostitele, ale 1 diky své schopnosti
se rychle mnozit za podminek vhodnych pro rozvoj tohoto parazita. Dulezité je zminit,
ze dospely jedinec H. contortus je schopen denné odsat az 30 pl krve, coz pfi silné infekci,
kdy ve slezu mize parazitovat i vice nez 10 000 jedincl H. contortus, mize vést ke smrti

hostitele (Besier et al., 2016).

Klinické ptiznaky hemonchdzy souvisi predevs$im s projevy anémie. Anémie byva
poprvé zachycena 10 az 12 dni po propuknuti infekce. Dal§i pfiznaky,

které se u infikovaného zvitete nachézeji, jsou eozinofilie a hypoproteinemie, které maji



za nasledek bledé sliznice a submandibularni edém. VSechny tyto pfiznaky se casto
pouzivaji i k diagnoze tohoto onemocnéni (Adduci et al., 2022; Arsenopoulos et al., 2021;
Besier et al., 2016; Emery et al., 2016). Mezi doprovodné symptomy fadime ztratu chuti
k jidlu, zhorSené vstiebavani zivin, zakrn€ly rist, slabost, chudokrevnost, Spatnou

plodnost a ¢asto i smrt jehnat (Naeem et al., 2021).

Hemonchoza se vyskytuje hlavné u neimunizovanych mladych zvitat a u dospélych
jedincti s oslabenym imunitnim systémem. Zavaznost onemocnéni izce souvisi s poctem
Cervil. Pocet paraziti v hostiteli 1ze odhadnout na zdklad¢ korelace mezi ztratou krve
a poctem dospélych Cervii. Vysledny dopad infekce je dan piijmem infekénich larev,
odolnosti hostitele proti infekci a schopnosti krvetvorby, a tim paddem nahrazenim

ztracené krve (Adduci et al., 2022; Besier et al., 2016).

Existuji tii kategorie hemonchozy, které se déli dle zavaznosti infekce a reakce

hostitele, a to: chronickd, akutni a hyperakutni.

Hyperakutni forma byvéa relativné vzacna. Masivni ztrata krve v disledku
parazitézy zpisobuje hemoragickou gastritidu, coz pfispiva ke chronické gastritidé.
Umrti ¢asto nastiva nahle a bez varovnych piiznaki, kdy se nakaZzeny hostitel miize
zhroutit a uhynou béhem nékolika hodin ¢i dni. Pokud hostitel ptezije hyperakutni formu,
tak se u né€ho vyskytuje mnoho znadmek zavazné anémie. Diagndza je jednoznacna
pfi provedeni nekropsie, jelikoZ se na povrchu sliznice nachazi velké mnozZstvi cervii

a na sliznici lze nalézt zjevné krvaceni (Arsenopoulos et al., 2021; Besier et al., 2016).

Pii akutni hemonchodze se rovnéZ rozviji anémie, avSak rozvoj onemocnéni trva
delsi dobu. K umrti miize dojit béhem 4-6 tydnd od infekce. Tento Casovy udaj zavisi
na mnozstvi pfijatych a uchycenych larev. Ve slezu jednoho hostitele miize byt pfitomno
1 20 000 cervi, ptiCemz pocet vajicek ve fekaliich byva okolo 50 000 vaji¢ek na gram

trusu (Arsenopoulos et al., 2021; Besier et al., 2016).

Infekce s menSim, avSak pretrvavajicim vyskytem parazita je oznacovana
jako chronickd hemonchdza, ktera mlze probihat i bez zjevnych symptomd. Pfiznakt
chronické hemonchézy si mizeme povSimnou v piipadé, ze dojde k zvySenému piijmu
larev a tim padem 1 navySeni mnozstvi ¢ervl v zaludku, nebo pii Spatné vyzive zvitete,
kvtli které se hostiteli snizi schopnost uspé$n¢ odolavat parazitovi. Vyziva zvifat hraje

dilezitou roli v toleranci infekce, jelikoz pocinajici hemonchozu miZze urychlit



nedostatek kvalitniho krmiva (Arsenopoulos et al., 2021; Besier et al., 2016). Existuje
studie, ktera tvrdi, ze pokud budeme chovat zvife v ohrad¢ s extrémné nizkym piijmem
bilkovin, tak odolnost proti parazitovi rapidné klesa, oproti skupin¢ zvirat, ktera dostavala
dopliiky stravy, i ptes fakt, ze se tyto skupiny nemusi lisit v poctu ¢ervii na zvife (Nnadi

et al., 2009).



2.2 MoZnosti prevence a terapie

2.2.1 Prevence

Vétsina strategii, které slouzi k prevenci a kontrole hemoncho6zy, neni zaméiena
pouze na parazita H. contortus, ale spiSe na vSechny trichostrongyloidy a vSeobecné

1 na dalsi gastrointestinalni hlistice (Adduci et al., 2022).

Hemonchoéza by méla byt v idedlnim piipadé kontrolovana takovym zpilisobem,
aby byla zachovéna jak produktivita, tak i zdravi zvifat bez zjevného rozvoje rezistence
u H. contortus. Toho lze dosdhnout pomoci strategie, kterd zahrnuje nékolik typi
pristupti, misto spoléhani se na jednu jedinou moznost. Mezi tato opatfeni spadaji
optimalizace anthelmintické 1écby, nutricni suplementace, geneticka selekce, vakcinace

a managment pastev (Adduci et al., 2022).

Na celém svéte mali pfezvykavei pobyvaji na pastvach, proto je dulezité dbat
na spradvny managment pastev. DuleZitym principem je minimalizace kontaktu

ptezvykavcei s infekénimi L3 larvami (Adduci et al., 2022; Naeem et al., 2021).

Optimalizovana vyziva zvitete ovliviiuje jeho celkovou kvalitu Zivota, proto je
1 jednim z klicovych faktort pro odolnost proti infekcim gastrointestinalniho traktu. Bylo
dokazano, Ze potrava bohatd na proteiny zvySuje imunitu prezvykavcu, kteti se diky

této suplementaci dokazou snaze brénit parazitéze (Adduci et al., 2022).

Geneticka selekce, kterd se soustfedi na vlastnosti vedouci k zvySeni odolnosti
zvitete vici nakaze, je velmi slibnou strategii, jelikoZ jsou tyto vlastnosti dédicné.
Ptikladem muize byt provedené pozorovani, které zjistilo, Ze ovce srstnatych plemen jsou
vice odolné proti H. contortus nez jina plemena (Adduci et al., 2022; Besier et al., 2016;

Preston & Allonby, 1979).

Vakcinace proti hemonchéze rozsifuje moznosti prevence. Ockovani se ukazuje
slibnym pro vyvolani ochranné imunitni reakce hostitele. Tento pfistup se asto vyuziva
na farmach, kde se vyskytuji multirezistentni kmeny. Ptikladem téchto vakcin mohou byt
Barbervax® a WormVax. Tyto vakciny obsahuji dva nativni integralni proteiny H11 a H-
gal-GP, které pochazeji ze stievni membrany H. contortus. V procesu testovani je DNA

vakcina, u které je zatim uvadéna pouze ¢aste€na ochrana zvirat. Nevyhodou vakcinace



proti hemonchoze je jeji vysoké cena (Adduci et al., 2022; Ehsan et al., 2020; Nisbet et
al., 2016).

2.2.2 Lécba

Existuje né€kolik druht 1écebnych postupti pii hemonchoéze. Jednou z Casto
pouzivanych praktik je pravidelné od¢ervovani vSech zvirat ve stadé pomoci anthelmintik
(Naeem et al., 2021). Anthelmintika jsou 1éCivé latky, které jsou vyuzivany pro terapii
a profylaxi parazit6z, piesnéji pro zahubeni Cervi a jejich infekénich stadii. Jsou to latky
Casto syntetického ¢i biosyntetického plivodu. VéEtSina z nich plisobi soucasné nejen
proti vice tfiddm Cervi, ale 1 proti plivodclim zevnich parazitdz. Nejcastéji jsou vyuzivana
anthelmintika z téchto skupin 1é¢iv, a to benzimidazoly, imidazothiazoly a makrocyklické
laktony, znichz vSechna zminénd anthelmintika jsou Sirokospektra. Pii volbg,
kterd anthelmintika pouzit, je nutné vzit v ivahu, jestli je infekce akutni ¢i je uZziti
indikovano z preventivniho diivodu. Dale by se mélo brat v tivahu ekonomické hledisko
1écby a téz by se nemélo zapominat na potencidlni rozvoj rezistence (Baltrusis et al.,

2018; Dobsikova R et al., 2012; Kaplan, 2004).

2.2.2.1 Benzimidazoly

VétSina anthelmintik byla objevena v 60. a 70. 1étech 20. stoleti. Jinak tomu neni
ani u skupiny benzimidazold, ktera byla objevena na pocatku 60. let (Prichard & Geary,
2008). Tehdy bylo svétu piedstaveno prvni Sirokospektralni anthelmintikum
thiabendazol, struktura viz obrazek 5. Dokazalo se, Ze se jednd o bezpecné léCivo,
které 1ze snadno podat zvifatim a je velmi ucinné proti Sirokému spektru parazitd,
aijejich volné Zijicim stddiim. Po tomto Uspéchu néasledoval vyvoj dalSich 1é€iv z této
skupiny, dnes uzivanymi léCivy jsou naptiklad albendazol, fenbendazol, oxfendazol

a mebendazol (Besier et al., 2016).
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Obrazek: 5 Struktura thiabendazolu

Zdroj: prejato z https.://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=5430&t=I

Mechanismus uc¢inku 1é¢iva je zaloZen na inhibici polymerace mikrotubull. Ztrata
cytoplazmatickych mikrotubulti tegumentalnich (= termin v helmintologii pro vnéjsi
pokryvku téla u cervit (Wendt et al., 2018)) a stievnich bun¢k tasemnic a nematodi
zpisobi snizené vstiebavani glukézy a zvySenou utilizaci uloZeného glykogenu,
coz zpusobi nedostateCnou vyzivu parazita a nasledné jeho tthyn (Besier et al., 2016;

Dobsikova R et al., 2012; Martin, 1997).

Vzhledem k dostupnosti a Castému vyuZzivani téchto léciv je jiz nékolik let
rozvinuta celosvétova rezistence u helmintG viaci této skupiné anthelmintik.
Pfi samostatném uziti benzimidazolli malo kdy nastane zddany ucinek, proto jsou Casto

kombinované s u¢innymi latkami z jinych skupin anthelmintik (Besier et al., 2016).

2.2.2.2 Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Imidazothiazoly byly syntetizovany koncem 60. let jako Sirokospektralni
anthelmintika. Levamisol, struktura viz nasledujici obrazek 6, je nejrozsitenéjsi zastupce
imidazothiazolll. Jedna se o 1é¢ivo s ucinnosti proti fadé parazitdrnich druhii véetné
plicnich a gastrointestinalnich nematod. Levamisol je ¢inny jak proti dospélym stadiim
gastrointestinalnich hlistic, tak 1 proti larvalnim stadiim. Velkou vyhodou této latky
je flexibilita v moznostech podavani. Mlze se podavat jak oralnég, tak i subkutdnné,
pfi¢emz ucinnost ordlni 1écby je nizsi. I kdyz se rezistence projevila i u levamisolu,
tak vysledky terénnich testl poukazuji na to, ze H. contortus zustal delsi dobu citlivy

na levamisol nez na jina pouzivana léciva (Besier et al., 2016; Lanusse et al., 2016).
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Obrazek 6: Struktura levamisolu

Zdroj: prevzato z hitps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=26879&t=I

Jelikoz je levamisol agonista cholinergnich receptorti, tak u hlistic vyvolava
spastickou svalovou paralyzu, kterd je zptusobena prodlouzenou aktivaci excitacniho
nikotinového acetylcholinového receptoru na svalové stén¢ hlistic. Levamisol ovliviiuje

wrwe

dospé€lého Cerva ze slezu (Lanusse et al., 2016).

2.2.2.3 Makrocyklické laktony

Ivermektin byl ptedstaven na trhu pocatkem 80. let 20. stoleti. Toto 1é¢ivo bylo
ucinné proti vétSin€ druht hlistic, a téZ proti nékterym ektoparazitim. Tato skutecnost
odstartovala novou éru v anthelmintické 1lécbé. Rodina avermektind zahrnuje fadu
ptirodnich a polysyntetickych molekul, mezi které patii abamektin, ivermektin,
eprinomektin, selamektin a daramektin. Jak jiZ bylo zminéno ivermektin byl prvni
molekulou endektocidu na trhu, jeho strukturu mizeme vidét na obrazku 7 (Besier et al.,

2016; Lanusse et al., 2016).

I pfes to ze tato skupina zahrnuje strukturné rizné latky, tak vSechny tyto latky
sdileji stejny mechanismus G¢inku. Makrocyklické laktony snizuji motorickou aktivitu
a zpusobuji paralyzu u hlistic i1 ¢lenovcl. Paralyza je zpusobena pfedevSim narusenim
glutamat-fizenych chloridovych kandlli, které se stanou propustnymi pro chloridové
ionty. Vlivem zvySeného influxu chloridovych iontl v neuronu, dojde k hyperpolarizaci

a ke snizeni pfevodu nervového impulzu s navozenim totalni svalové paralyzy u vSech
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stadii parazita, a naslednému vypuzeni parazita z téla ven (Besier et al., 2016; Dobsikova

R etal., 2012; Lanusse et al., 2016; Prichard & Geary, 2008).

Obrazek 7: Struktuta ivermektinu

Zdroj: prevzato z hitps.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=6321424&t=1

Makrocyklické laktony jsou velice ucinné proti larvalnim 1 dospélym stadiim
vétsiny gastrointestinalnich a plicnich ¢ervii. Velkou vyhodou je, ze maji prodlouzeny
ochranny ucinek diky farmakokinetickému chovani téchto latek. Makrocyklické laktony
jsou vysoce lipofilni a jsou extenzivné distribuovany krevnim fecistém do riznych tkéni.
Ptetrvani anthelmintického uc¢inku proti GIT parazitiim je zpisobeno tim, Ze tato 1éCiva
dele ziistavaji ve sliznicich traviciho traktu. Dlouhou perzistenci u makrocyklickych
laktont vysvétluje jejich Siroka tkanova distribuce, nizky metabolismus, nizka clearance

a enterohepatélni vstiebavani (Lanusse et al., 2016).
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2.2.2.4 Organofosfaty

Organofosfaty maji nematocidni i insekticidni aktivitu. Nejcastéji pouzivanymi
organofosfaty proti helmintim u piezvykavcii jsou haloxon, naftalofos a kumafos

(Lanusse et al., 2016).

Mechanismus u¢inku souvisi s nevratnou inhibici acetylcholinesterazy pomoci
fosforylace, coz zplisobuje akumulaci acetylcholinu v cholinergnich receptorech.
V disledku akumulace acetylcholinu nastane paralyza a nasledna smrt parazita. Celkové
jsou ucinky organofosfat pii peroralnim podani pomérné uspokojivé proti parazitim
slezu a tenkého stfeva, ale nejsou jiz tak uspéSné u parazitl tlustého stieva (Lanusse et

al., 2016).

2.2.2.5 Salicylanilidy

Tato skupina zahrnuje fadu sloucenin, které pusobi inhibici energetického
metabolismu (Besier et al., 2016). Nejpouzivanéjsi salicylanilidovou slouc¢eninou je
klosantel, jehoz strukturu mizeme vidét na nasledujicim obrazku 8. Tato latka je uréena
pro peroralni 1 intramuskuldrni podani. Klosantel je uzkospektralni anthelmintikum
se specifickou aktivitou proti hlistim, ktefi se Zivi krvi, proto je vyuZivan i pro lécbu
hemonchoézy. PouZiva se jako alternativni lécba, pokud je parazit na ostatni 1éCiva

rezistentni (Lanusse et al., 2016).

e

Obrazek 8: Struktura klosantelu

Zdroj: prevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=42574&t=I
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Mechanismus ucinku salicylanilidd spociva v rozpojeni oxidacni fosforylace.
Farmakokinetické chovani klosantelu je charakteristické vazbou na plazmatické proteiny,
nizkym distribu¢nim objemem a dlouhym poloc¢asem eliminace. Toto 1é¢ivo dokéze
dlouhou dobu (u ovcei az 90 dni) setrvat v systémové cirkulaci, diky cemu se v organismu
akumuluje a zabiji cilové parazity. Pravé proto je tato latka vysoce Uc¢inna
jak proti dospélctim, tak i proti niz§im vyvojovym stadiim H. contortus. V t€le hostitele
zustava jeste dalsi 28 dni po 1€cbé. Pii in vivo podminkach bylo zjisténo, ze k vypuzeni

H. contortus dojde, jakmile je motilita ovlivnéna klosantelem (Lanusse et al., 2016).

2.2.2.6 Aminoacetonitrilové derivaty

Jedinym ¢lenem této skupiny je monepantel, ktery byl na trhu pfedstaven jako novy
typ anthelmintika téméf po 30 letech, a to koncem roku 2000 (Besier et al., 2016).
Monepantel je G¢inny proti larvalnim 1 dospélym stadiim gastrointestinalnich hlistic.
Pouziva se u ovci, které¢ jsou rezistentni vici dostupnym anthelmintikiim z ostatnich

skupin 1é¢iv. Struktura monepantelu je predstavena na nasledujicim obrazku 9.
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Obrazek 9: Struktura monepantelu

Zdroj: prevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=44449087 &t=I[

Monepantel funguje jako agonista nikotinového acetylcholinového receptoru
a zpusobi spastickou paralyzu a néslednou smrt cervl. Studie ucinnosti potvrdila,

ze 1 pres skutecnost, ze monepantel sulfon (hlavni metabolit) je detekovatelny 9-12 dni
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po podani, je monepantel kratkodobé puisobici 1é¢ivo s anthelmintickou aktivitou

(Lanusse et al., 2016).

2.2.2.7 Spiroindoly

Hlavni zastupce spiroindolt je semisynteticky derivat paraherquamidu s nazvem
derquantel, jehoz strukturu mizeme vidét na nasledujicim obrazku 10 (Lanusse et al.,

2016).

Obrazek 10: Struktura derquantelu

Zdroj: prevzato z https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=25154194&t=I[

Dequantel funguje jako nikotinovy cholinergni antagonista, ktery zptisobuje
flacidni paralyzu nematod. Jelikoz se jedna o odliSny zplsob ucinku, tak je toto

anthelmintikum a¢inné i u rezistentnich kment had’atek (Lanusse et al., 2016).

Ve snaze optimalizace anthelmintické aktivity se dequantel kombinuje
s abamektinem. Z dlivodu, ze samotny dequantel neni G€inny proti vSem had’atkim,
zvlasteé proti larvalnim stadiim nékterych druht. Ve vicero studiich bylo dokézané, ze tato
kombinace 1é€iv je vysoce U€inna proti kmenim hlistic i s rozvinutou 1ékovou rezistenci
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(Besier et al., 2016; Little et al., 2011). Naptiklad proti H. contortus byla G¢innost

pti soucasném pouziti dequantelu a abamectinu, 98,9 %. (Lanusse et al., 2016)

2.2.2.8 Ostatni

Ptistup, ktery bere anthelmintickou 1é¢bu jako zakladni kdmen pro 1écbu helmintoz,
je dlouhodobé¢ neudrzitelny, a je nutné vyuzivat i jiné strategie. DuleZitost managementu
pastvin, nutriéni vyzivy, vakcinace a genetické selekce jiz byla zminéna v predeslé
podkapitole. AvSak existuji jest¢ dalsi strategie 1écby, které nezahrnuji anthelmintika,

takovymto piikladem muze byt biologicka kontrola (Besier et al., 2016).

Biologicka kontrola je alternativni pfistup, ktery mize doplnit anthelmintickou
1é¢bu. Tento pfistup zahrnuje zejména nematofagni houby a bioaktivni rostliny,
které se vyskytuji na pastvach. U¢inek hub, které se pfirozené vyskytuji na pastvach,
spociva v tom, ze jejich hyfy zachycuji infekéni larvy, pronikaji do jejich tél a tim je
usmrti. Proti larvdm plisobi n¢kolik druht hub, naptiklad Duddingtonia flagrans, a stale

se patra i po dalSich houbach (Besier et al., 2016; Comans-Pérez et al., 2021).

Také je znadmo, ze existuje nékolik druhil rostlin vyskytujicich se na pastvach,
které obsahuji bioaktivni chemické latky, zejména kondenzované fenolické slouCeniny
taninu, které jsou spojené se snizenym vyskytem hlistic u pfezvykavcl na téchto

pastvinach (Besier et al., 2016).
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2.3 Leékova rezistence u H. contortus

Haemonchus contortus ma vysokou prevalenci a patogenitu. Kontrola téchto
parazitarnich infekci je zalozena na strategickém pouziti anthelmintik. Pfi castém uzivani
urcitého druhu anthelmintik mize dojit u helminta k rozvoji rezistence, kvtli které neni
léCba ucinna. Helminti mohou vyuzivat fadu rtznych strategii ke snizeni citlivosti
na pouzité 1éCivo. Tyto strategie zahrnuji modifikaci cile 1é¢iva, zvySeny pocet cilovych
mist, zvySeny eflux 1é¢iva, zmény metabolismu (inaktivace, odstranéni nebo zabranéni

aktivace 1éciva) ¢i sekvestraci 1é¢iva (Harder, 2016).

Bohuzel, odolnost parazitickych hlistic vli¢i pouzivanym anthelmintikiim je velmi
roz$ifend a taky se rozviji velmi rychle. Napfiiklad rozvoj rezistence na monepantel trval

méné jak Ctyfi roky od jeho uvedeni na trh (Partridge et al., 2020; Zajickova et al., 2021).

Kmeny, u kterych se vyskytuje rezistence na vice skupin anthelmintik nazyvame
multirezistentnimi. Né&které multirezistentni kmeny jsou schopné odolavat vSem

v soucasnosti dostupnym anthelmintikiim (Hounzangbe-Adote et al., 2005).

Jeden z faktor pfispivajicich ke vzniku rezistence je 1é€ba zvifete niz§imi davkami
anthelmintik. Vznik rezistence v disledku nedostatecné terapeutické davky, je znamy
uz dlouhou dobu. Tento problém byval velice Casty v minulosti, pti davkovani se Casto
nedodrZovala vhodna davka a podceiiovala se hmotnost zvitat. V soucasné dobé€ se klade
diiraz na spravné davkovani, tudiz by tento faktor nemél hrat vyznamnou roli ve vzniku
rezistence. Vyjimkou mohou byt nekvalitni produkty, kdy jsou zvifatim nevédomky

aplikovany nizsi terapeutické davky (Besier et al., 2016).

2.3.1 Mechanismy rezistence

Vznik rezistence je zdvaznym problémem, proto je velmi nutné porozumét
mechanismim rezistence helminti na 1é¢iva. Studie prokazaly rezistenci H. contortus

vuci kazdé z hlavnich chemickych skupin anthelmintik (Kotze & Prichard, 2016).

2.3.1.1 Benzimidazoly

Prvni, ktefi popsali pfimou souvislost s rezistenci benzimidazoli s jejich cilem (p3-
tubulinem), byli v roce 1986 Lacey a Prichard. Tito autofi pozorovali snizeni vaznosti

tritia na PB-tubulin oznacenych benzimidazolii u rezistentnich typi H. contortus
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v porovnani s témi citlivymi. Dalsi studie se vénovala molekuldrni podstaté zmény
v prenosu genu, ktery kdéduje izotyp 1 B-tubulinu z benzimidazol-senzitivniho kmene
H. contortus na benzimidazol-rezistentni kmen Caenorhabditis elegans. Tento gen
poskytl benzimidazol-rezistentnim helmintim citlivost vic¢i témto 1é¢iviim. Nahrazeni
aminokyseliny tyrosinu fenylalaninem v pozici genu 200 B-tubulinu u H. contortus po
mutaci in vitro vedlo ke ztrat¢ rezistence u tohoto kmene. I jiné mutace v izotypu 1
u H. contortus jsou spojeny s benzimidazolovou rezistenci. Dalsim ptikladem muze byt
bodova mutace kodonu 167, kde dochazi kndhradé fenylalaninu za tyrosin,
a také bodovou mutaci na kodonu 198, u kterého nastala substituce alaninu kyselinou
glutamovou. Po vySetieni v§ech genotypt, bylo zjisténo, Ze se na jedné alele nevyskytuje
vice jak jedna mutace, coz poukazuje na teorii, ze by mnohocetné mutace v téchto
kodonech mohly byt letalni (Arsenopoulos et al., 2021; Harder, 2016; Stuchlikova et al.,
2018).

2.3.1.2 Imidazothiazoly

Nejcastéji pouzivané anthelmintikum z této skupiny je levamisol. Sangster et. al.
studovali, které mechanismy rezistence se uplatituji u H. contortus pti uzivani levamisolu.
Pozorovali reakce tohoto parazita in vitro po pfiddni acetylcholinu,
coz poukazalo na vztah imidazothiazolii s cholinergnimi receptory. Nasledujici studie
u této skupiny léCiv objevila snizenou afinitu levamizolu na nikotinové acetylcholinové
receptory u dospélych H. contortus, u kterych se projevila rezistence na imidazothiazoly,
v porovnani s témi, které jsou na tato 1é¢iva citlivé (Arsenopoulos et al., 2021; Kotze &
Prichard, 2016; Sangster, Riley, et al., 1998). Z vySe uvedenych informaci lze usuzovat,
ze odolnost tohoto parazita proti imidazothiazolim je zalozena na zménach
acetylcholinovych receptorti. Studie zptisobu dédicnosti rezistence dokazuje, ze rezim
rezistence na imidazothiazoly je polygenni (Arsenopoulos et al., 2021; Kotze & Prichard,

2016; Sangster, Redwin, et al., 1998).

Studie, které byly provedené v poslednich letech objasnily mechanismus rozvoje
rezistence z molekularniho hlediska. Dle vysledkli téchto studii je pfi¢ina mutace
v genech, které koduji podjednotky nikotinového acetylcholinového receptoru,
coz zpusobi zménu afinity léciva/receptoru. Konkrétni mutované geny, které byly
zjistény u rezistentnich kmenti, jsou Hco-unc-63 a Hco-acr-8, zatimco u citlivych kmeni

chybély. Tyto geny kdduji produkei proteinu, ktery se vaze na nikotinové acetylcholinové
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receptory, a tudiz zabranuji vazbé levamizolu na receptor (Arsenopoulos et al., 2021;

Beech et al., 1994; Kotze & Prichard, 2016).

Boulin et al. dosli k zavéru, Ze pouze heterozygotni parazit, u kterého se vyskytuje
jak mutovany, tak nemutovany protein, muze odolat levamisolu. Na tuto informaci pfisli
v prub¢hu studie, kde byl zkouman t¢inek Hco-unc-63 mutantniho proteinu na schopnost
levamisolu vazat se na nikotinové acetylcholinové receptory u citlivych parazitickych

kment (Arsenopoulos et al., 2021; Boulin et al., 2011).

Sarai et al. zjistili, Ze se vyskytuje pokles exprese vsech Ctyt typ gentt Hco-unc-29
(Hco-unc-29,1; -29,2; -29,3; -29,4) u dospélci rezistentniho kmene H. contortus.
Zamétili se na subpopulace tohoto kmene a vypozorovali vyS§i rezistenci
na imidazothiazol v subpopulacich, u kterych byla zjiSténa snizena exprese genil,
které kdduji nikotinové acetylcholinové receptory, konkrétné Heco-unc-63a; -63b; -29,2;
-29,4; -26 a -acr-8a (Arsenopoulos et al., 2021; Kotze & Prichard, 2016; Sarai et al.,
2013).

Vsechny navrhované mechanismy rezistence na imidazothiazoly jsou spojeny
s hypofunkci nikotinového acetylcholinového receptoru. Avsak existuji pravdépodobné
dalsi, dosud neobjasnéné mechanismy. Napftiklad po vySetieni dvou kment rezistentnich
na levamisol se naSel zmutovany gen nikotinového acetylcholinového receptoru pouze
u jednoho rezistentniho kmene. Ani Williamson et. al. nedokézali prokazat mutaci genu
nikotinového acetylcholinového receptoru u kmene H. contortus rezistentniho
na levamisol (Williamson et al., 2011). Naopak Sarai et al. identifikovali tuto mutaci
nejen u tii rezistentnich, ale 1 jednoho citlivého kmene tohoto parazita (Arsenopoulos et

al., 2021; Kotze & Prichard, 2016; Sarai et al., 2013).

2.3.1.3 Makrocylické laktony

I u makrocyklickych laktonil byl téz podrobné studovan mechanismus rezistence.
Studie Rohrera et al. vyloucila domnénku, Ze je tato rezistence zplisobena zmeénami
cilového mista v membrané, jelikoz nebyly zjiStény rozdily ve vazbé ivermektinu
na glutamat-fizené chloridové kanaly mezi rezistentnimi a citlivymi kmeny (Kotze &

Prichard, 2016; Rohrer et al., 1994).

Avsak pfi jiném pozorovani, které provadeli Blackhall et al., byla pozorovana
zvysena frekvence alely v a-podjednotce genu, ktery koduje jiz vySe zminéné glutamat-
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fizené chloridové kandly. Toto zvysSeni se vyskytovalo u kmene H. contortus,
ktery vykazoval rezistenci vici ivermektinu a moxidektinu (Blackhall et al., 1998a).
McCaver a jeho kolegové soustiedili svou pozornost na aminokyselinové slozeni tohoto
kanalu a objevili, ze substituce specifickych aminokyselin v kodonu L256 genu
pro glutamat-tizené chloridové kanaly vedla ke snizeni vazby ivermektinu na buné¢nou
membranu(McCavera et al., 2009). Tato mutace vSak nebyla nalezena u kmeni
rezistentnich na makrocyklické laktony (Blackhall et al., 1998). Tyto dvé studie
se shoduji na tom, ze mutace gend, které koduji receptor y-aminomaselné kyseliny, mtize
byt spojena s rezistenci vuci této tfidé anthelmintik, ale neni jedinym mechanismem,

ktery se na rezistenci vic¢i avermektintim podili (Arsenopoulos et al., 2021).

Nékolik studii poukazuje na roli efluxnich transportérit (P-glykoproteinil) v rozvoji
rezistence na makrocyklické laktony. Analyza objevila polymorfismy souvisejici
s rezistenci v genech nekolika P-glykoproteint. Zarovenl byla popsdna zvysSena exprese
P-glykoproteini u rezistentnich kmenti. Expozice larev a dospélych jedinch
makrocyklickym laktonim vedla k nadmérné expresi P-glykoproteini. Nekteré
inhibitory P-glykoproteini mohou navysit citlivost H. contortus k makrocyklickym
laktonim, jak in vivo, tak 1 in vitro (Arsenopoulos et al., 2021; W. Blackhall, 1998;
Lespine et al., 2012). Lifschitz et al. potvrdili vySe uvedené informace ve své studii,
kde dosli  k zdvéru, Ze inhibitory P-glykoprotein mohou zvySit uUCinnost

makrocyklickych laktont proti H. contortus(Lifschitz et al., 2010).
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2.4 Vyvoj novych anthelmintik

Vlivem masivniho podavani anthelmintik se ucinnost anthelmintik snizuje,

a proto je nutné vyvijet nova lé¢iva (Nixon et al., 2020).

Existuje cela fada faktord, procest a prekdzek, které ovliviiuji objeveni a vyvoj
anthelmintik. Sloucenina, pfedstavujici nové potencialni anthelmintikum, podléha
nescetnému mnozstvi cykli optimalizace z divodu zlepSeni ucinnosti, bezpecnosti,
farmakokinetiky a farmakodynamiky. Nakonec 1éCivo jesté musi projit regulacnimi
ptedpisy, pribéznou farmakovalidaci a dalSimi podminkami pro registraci (Nixon et al.,

2020).

Pro vyvoj anthelmintik se tradi¢né vyuzivaji empirické testy, které jsou provadény
na zakladé zmény fenotypu helminta po ucinku testované latky. Testy se zamétuji
nejcastéji na motilitu, vyvoj larev a letalitu. Vyhodou tohoto piistupu je, Ze se €innost
nové latky zkouma na vice jedincich, nikoli pouze na jednom parazitovi. Avsak velkou
nevyhodou se jevi, ze helminti musi byt izolovani z hostitele a nasledné je nutné
je udrzovat na zivu. Nekteré druhy v urcité zivotni fazi je velmi obtizné ¢i téméf nemozné
ziskat a udrzovat je na Zivu. Tyto skutecnosti podstatné zvySuji naklady na objeveni
nového anthelmintika ve srovnani napiiklad s antibiotiky, ukterych testovani

na bakteriich vychazi podstatné levnéji (Nixon et al., 2020).

H. contortus se pouziva jako zékladni model a cilovy organismus pro testovani
novych potencidlnich 1€¢iv proti hlisticim. Je to z divodu jeho velikosti, plodnosti
a pomérné nizké ceny jeho hostitele (ovce) ve srovnani s dobytkem. Pt vyvoji 1éCiv proti
H. contortus jsou vyuzivany tfi hlavni pfistupy: screening na larvach pro prvotni testovani
velkého poctu latek, studie ex vivo pouzivajici dospé€lce a studie in vivo za pouziti

infikovaného zvitete (Geary, 2016).

Proces vyvoje nového 1éciva musi splnit fadu podminek, které minimalizuji riziko
falesné negativniho ¢i falesSné pozitivniho vysledku. Fale$né negativni vysledky jsou
nepiijatelné, jelikoZ by doslo k vyfazeni potencidlné aktivni latky. FaleSn€ pozitivni latky
jsou v pribéhu vyzkumu pftijatelné, jelikoz v pozdéjsim stadiu testovani dojde k jejich
vytazeni. Optimalni screeningové procesy vytazuji faleSn¢ pozitivni vysledky

co nejdiive, aby proces byl co nejméné ekonomicky prodéle¢ny (Geary, 2016).
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Prvnim krokem je testovani chemickych sloucenin zrtznych zdroji. Testuji
se latky syntetické Ci ptirodni, pfi¢emz potencialng u€innym latkdm se vystavi nejcastéji
larvy, 1 kdyz nejsou cilovym stadiem téchto 1éCiv. Divodem je jejich snadnéjsi
dostupnost. K posouzeni ucinku latky na larvy se vyuziva méteni motilit ¢i pozorovani
dalsiho vyvoje larvy. Neaktivni latky jsou vyfazeny z dalSich experimentti. Nasledné
se vyuzivaji dospélci H. contortus ex vivo k posouzeni anthelmintického ti¢inku testované
latky. Nejjednodussim testem je monitorovani motility, a to bud’ vizualné nebo pomoci
automatizovaného systému. Dal$i métfeni u€innosti zahrnuje monitorovani hladiny ATP.
Existuji 1 dalsi testy u¢innosti, které jsou ovSem obtizné&jsi a tim padem i mén¢ vyuzivané

(Geary, 2016).

Optimalnim vysledkem je objevit 1éCivo, pii soucasné minimalni ekonomické
narocnosti, které je vysoce u¢inné vii¢i cilovému parazitovi v daném hostiteli bez zjevné
toxicity na hostitelsky organismu. Slouceniny, které spliiuji tato kritéria mohou piejit
do klinickych studii. Néklady na klinické studie jsou vysoké, z toho diivodu je nezbytné

dale zkoumat pouze slouc¢eniny se zfejmym ucinkem (Geary, 2016).

2.4.1 Nova anthelmintika

Jelikoz se rezistence objevuje 1 u novéjsich 1éciv, tak je dilezité rozsifovat Skalu
lé¢iv pouzitelnych pii 1é€bé hemonchozy. V soucasné dobé se vyuzivaji Ctyfi strategie

pro nalezeni nového anthelmintika (Zajickova et al., 2020):

e Prvni strategii je syntetizovat Uipln€ nové chemickeé latky (NCEs), které jsou
ucinné proti parazitim. Velkou nevyhodou se jevi obtiznost, Casova

narocnost a celkova komplikovanost vyvoje nové slouceniny.

e Druhou strategii je syntetizovat derivaty pouzivanych anthelmintik

nebo vyuzit kombinace nékolika lé¢iv.

o Treti strategii je vyuziti léCiv, kterd jsou schvélena k 1é¢bé jinych

zdravotnich obtizi (zména indikace).

e Ctvrtou strategii je navrat k p¥irodnim anthelmintikiim z rostlinnych zdroju.
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2.4.1.1 Nové slouceniny

NCEs jsou nové syntetizované chemické slouceniny, které jesté nebyly schvéaleny
pro terapeutické pouziti. Syntéza novych sloucenin predstavuje klicovy smér ve vyvoji
1é¢iv, protoze umoziuje najit [é¢ivo s novym mechanismem ucinku, s ¢imz souvisi i lepsi

ucinnost u rezistentnich kment ve srovnani se stavajicimi 1écivy (Zajickova et al., 2020).

Objevovani NCEs obvykle za¢ina identifikaci potencidlnich cild 1é¢iv, které
vychézeji z detailnich znalosti fyziologie a biochemie helmintti. Pro nalezeni novych
molekul jsou nyni vyuzivany metody bioinformatické, genomické, proteomické a metody
metabolické analyzy. Nicméné objev novych 1é¢iv je komplikovany, zdlouhavy a velmi

nakladny (Zajickova et al., 2020).

Nasledn¢ vybrané NCEs podstupuji rozsadhlé¢ biologické hodnoceni,
aby se posoudila jejich ucinnost proti helmintim. Toto posuzovani vhodnosti obvykle
zahrnuje ex vivo studie vyuzivajici kultivaci helminti a in vivo studie, které vyuzivaji
zviteci modely parazitarni infekce. Bézné vyuzivané postupy testovani ti€¢innosti zahrnuji
test lihnuti vajicek, test vyvoje larev, zkoumani motility, migrace a paralyzy. Nevyhodou
se jevi fakt, Ze ne vSechny vySe zminéné metody testuji ucinnost na dospélych stadiich,
na ktera jsou anthelmintika pfevazné zamétena. Z tohoto diivodu mohou mit potencialni

lé¢iva snizenou Gc¢innost v praxi (Zajickova et al., 2020).

2.4.1.2 Modifikace stavajicich léciv a jejich kombinace

Syntéza novych anthelmintik s vyuzitim derivatd znamych 1éCiv se jevi jako
rozumny zpusob, jak vylepSit u€inky a vlastnosti stavajicich anthelmintik. Modifikace
chemické struktury ma za cil prekonat problémy, jakymi jsou rezistence vuci 1é¢iviim,
Spatna biologickéd dostupnost a toxicita spojend s existujicimi anthelmintiky (Zajickova

et al., 2020).

Pochopeni mechanismu ucinku stavajicich 1é¢iv na zaklad¢ jejich struktury
a bioaktivity pomaha identifikovat klicové strukturni rysy, které nesou anthelmintickou
aktivitu, a optimalizovat tyto vlastnosti pro vyvoj t¢innéjsich a selektivngjsich sloucenin.
Prikladem miize byt skupina jednéch znejpouzivanéjsi anthelmintik-benzimidazoly.
Benzimidazoly maji ovicidni a larvicidni G€inky, ale jejich nevyhodou je, Ze jsou Spatné

rozpustné ve vode. Proto bylo navrzeno vylepSeni, které spociva v piidani soli
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mebendazolu s anionem dusi¢nanu, ¢imz se zlepsi rozpustnost této latky (Zajickova et

al., 2020).

Dalsi slibnou strategii je vyuziti kombinaci dvou ¢i vice schvéalenych 1éciv
ke zvySeni jejich Uc¢innosti a oddaleni rozvoje rezistence. Kombinaci 1€Civ s riiznymi
mechanismy ucinku nebo cili v rdmci parazita mizeme dosdhnout synergickych ucink,
které vedou k iimrti parazita a k prodlouzenému ucinku lé¢iva. Piikladem je kombinace
albendazolu s oxantelem pamoatu nebo ivermektinu a mebendazolu proti trichuridze

(Zajickova et al., 2020).

2.4.1.3 Vyuziti léciv 7 jinych indikacnich tiid

Zajimavou moznosti se jevi vyuziti 1é¢iv, kterd byla schvalena pro 1é¢bu jinych
onemocnéni a jejich pfezkoumani pro anthelmintickou aktivitu. Vyhodou je dostupnost
preklinickych a klinickych dajt, které snizi naklady a urychli proces vyvoje 1éciva.
Nevyhodou pro antiparazitarni pouZiti je, ze parazitdzy Casto vyzaduji vyssi davky léciva,
a proto je nutné k registraci opakovat studie toxicity pro vyssi koncentrace.
Nejjednoduss$im rozSifenim palety anthelmintik je vyuzit v humanni mediciné
ta anthelmintika, ktera se vyuZzivaji ve veterinarni mediciné, a naopak (Woods et al.,

2007; Zajickova et al., 2020).

Riizné screeningové piistupy mohou byt vyuzity ve snaze o zménu ucelu 1éciva,
véetné in vitro testi s pouzitim kultivace nematod, vysoce vykonného screeningu
knihoven sloucenin a vypocetnich metod pro predikci interakce léciva a jeho cile.
Hledéacek se miize zaméfit na 1éCiva, ktera cili na biologické procesy nezbytné pro pieziti
helmintd, jako je neurotransmise, svalova funkce nebo metabolické procesy v téle

parazita (Zajickova et al., 2020).

Prikladem latky, ktera byla plivodné vyuzivana pro jiné ucely je trichlorfon.
Trichlorfon je Sirokospektralni insekticid, u kterého se objevila anthelminticka aktivita.
Navzdory slibnym anthelmintickym u¢inkiim ma trichlorfon neptiznivé ti€inky na zivotni

prostiedi, proto je jeho pouziti diskutabilni (Fiel et al., 2011; Zajickova et al., 2020).

Vyhodou vyuziti specifického mechanismu ucinku téchto 1é¢iv je, ze budou
pouzitelné i proti rezistentnim kmentim, av§ak mohou se objevit i potencialné neptiznivé
ucinky nejenom pro hostitelsky organismus, ale i pro jeho prostfedi viz piiklad vyse
(Zajickova et al., 2020).
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2.4.1.4 Rostlinné latky

Rostliny se jiz od starovéky pouzivaly k 1é¢beé lidi i zvitat, proto ndvrat k ptirodnim
latkam predstavuje dalsi moznost 1écby parazitéz (Akhtar et al., 2000). Po staleti byla
tato moznost nejvice pouzivana, avSak v dusledku rozsifeni syntetickych 1éciv, byla
odstréena do ustrani. Ptirodni produkty nabizeji vyhodu obrovského a do zna¢né miry
nevyuzitého rezervodru chemické diverzity a poskytuji ptilezitosti pro objeveni novych

anthelmintickych sloucenin s jedine¢nymi mechanismy tc¢inku (Zajickova et al., 2020).

Rostlinné produkty plisobi proti parazitarni infekci dvéma mechanismy. Prvnim je
pfima interakce aktivnich rostlinnych latek s parazitem, a druhym je podpora imunitniho

systému, takze se hostitel parazitovi snaze ubrani (Zajickova et al., 2020).

Bioaktivni latky rostlin s anthelmintickym G¢inkem muizeme zatadit do 3 hlavnich
skupin: terpeny, fenoly a slouc¢eniny dusiku. Tymol a karvakrol, latky ze skupiny terpentl,
interaguji s tyraminovym receptorem, ktery je zasadni pro krmeni hlisti. Steroidni
alkaloidy a oligoglykosidy ovliviiuji vznik dusi¢nant a mnozstvi cukru, které se dostane
z 7aludku do stfeva. Nizka hladina cukru ve stfevé snizuje viabilitu parazita. Areolin,
piperidinovy alkaloid, zpusobuje inhibici acetylcholinovych receptorti, coz vede

k paralyze parazita (Zajickova et al., 2020).
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2.5 Metody testovani ucinnosti anthelmintik

2.5.1 Stanoveni ATP

Bioluminiscen¢ni reakce se vyuzivaji pro genové testy, detekci interakci protein-
protein, HTS (= high-throughput screening, Cesky vysoce vykonny screening)
pti objevovani novych 1éciv, kontrolu hygieny, analyzu znecisténi v ekosystémech,

in vivo zobrazovani u malych savct a dalsi (Syed & Anderson, 2021).

Ackoli ma kazdy bioluminiscenéni druh hmyzu odli$ny enzym luciferazy, v§echny
sdileji stejny substrat s ndzvem d-luciferin. D-luciferin se vyskytuje zhruba u 40 riznych
druhii svétlusek, kovaiikd a u larev brouka z ¢eledi Phengodidae (Syed & Anderson,

2021).

Aktivace d-luciferinu pfed oxidaci pomoci ATP je jedinecnou vlastnosti
bioluminiscence d-luciferinu, kterou nesdili s ostatnimi luciferiny. Tato schopnost dava
systému d-luciferin/luciferaza fadu vyhod, kterou jiné bioluminiscen¢ni systémy nemaji.
Naptiklad d-luciferin vyzaduje aktivaci ve formé adenylace, diky cemuz je méné
nachylny k autooxidaci a je stabilnéjsi v roztoku, coz snizuje chemiluminiscenci pozadi

(Syed & Anderson, 2021).

ATP jako marker Zivotaschopnosti se vytvaii vyhradné v Zivych buiikach (Bonora
et al., 2012). Je nezbytny pro vSechny anabolické procesy, procesy pohyblivé kontrakce,
fosforylace a aktivniho transportu (Bellini et al., 2019; Zajickova et al., 2021).

Bioluminiscen¢ni ATP test je zaloZen na principu enzymatické reakce katalyzované
luciferdzou, coZ je enzym, ktery spousti pfeménu ATP na fotony emitujici svétlo.
Luciferaza katalyzuje oxidaci d-luciferinu na oxyluciferin, za soucasného vzniku
difostatu, AMP, oxidu uhli¢itého a soucasné emitace fotonii (svétla), jak mizeme vidéet
na nasledujicim obrazku 11, ktery shrnuje tuto chemickou reakci. Rizné pary luciferin-
luciferdza maji rizné vinové délky emise svétla, a proto jsou vhodné pro rtizné aplikace.
Existuje vice nez 30 znamych bioluminiscenénich systémi, avSak v soucasné dobé¢ jich
je blize prozkouméno pouze 11 (Syed & Anderson, 2021). Vyslednd intenzita namétené
bioluminiscence je pfimo Umérna koncentraci intraceluldrniho ATP, které poukazuje
na metabolicky aktivni bufiky, a zaroven zavisi na mnozstvi luciferazy piitomné v testu

(McElroy & Green, 1956; Zajickova et al., 2021).
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2.5.1.1 Princip méieni ATP

Nezbytnym kofaktorem celé chemické reakce je Mg-ATP komplex. Kazdy ATP kit
je tvofen vyvazenym koktejlem enzymi, kofaktor, pufri a extraktanti (Syed &
Anderson, 2021). Jakmile jsou reagencie smichany, dojde k urcitému casovému zpozdéni
(0,25 ms), nez lze pozorovat emisi svétla, po kterém nasleduje svételné maximum,
v literatufe se udava ptiblizna hodnota na 300 ms. Po tomto jevu nésleduje rychly pokles
svetelné energie a poté pomala trvala emise svétla. Tento jev se nazyva kinetika vybuchu.
Ptedpoklada se, ze pokles svételného vykonu je dan inaktivaci enzymu nebo spotiebou
vyznamné Casti ATP, pficemZ je koncentrace ATP nizkd ve srovnani s koncentraci
luciferazy. Inaktivace luciferdzy mulZe nastat i v pfipad€, ze je luciferdza navazana
na povrchu nebo v ptipad€, Ze se v méfeném roztoku vyskytuje jeji inhibitor, jako je
oxyluciferin. Oxyluciferin je produkt reakce nebo kontaminace I-luciferinem
¢i dehydroluciferinem v piipravku d-luciferazy. Inaktivaci enzymu miizeme zabranit

pouzitim vysoce Cisté d-luciferazy ¢i pridanim stabilizacnich latek jako je hovezi sérovy
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albumin (BSA), neutralni detergenty a osmolyty pro protein, diky ¢emu dostaneme

stabilni svételnou odpovéd’ (Syed & Anderson, 2021).

Ve vétsing€ testl se k méfenym vzorkim pfidava fixni mnozstvi d-luciferinu,
které prevysuje hladiny ATP. Diavodem je, Ze pii vysoké koncentraci luciferazy ziskame
maximalni svételnou odpovéd timérnou mnozstvi luciferazy, jelikoz se vycCerpa reakce
prvniho fadu. Pokud je koncentrace luciferazy nizka, tak se ATP vyCerpava pomaleji,
¢imz docilime stabilnéj$i emise svétla, ktera je imérnd koncentraci ATP. Kdyz je
koncentrace ATP vyrazné pod K,, enzymu (koncentrace ATP mensi nez 0,1 nM/),
tak je rychlost reakce a svételny vykon umérny koncentraci ATP pii nizké K,,. Tento
princip je uzite¢ny pro monitorovani tvorby a degradace ATP, vcetné kinetickych

a metabolickych studii nebo pro enzymové testy (Syed & Anderson, 2021).

K normalizaci nameétfenych hodnot ATP pomoci bioluminiscenéniho testu
se vyuziva vztazeni na celkové mnozstvi proteint. Pro stanoveni proteinll je mozné pouzit
napiiklad metodu s vyuzitim kyseliny bicinchoninové (BCA). Tento test kombinuje
biuretovu reakci, redukci Cu2+ na Cu+ proteinem v alkalickém prostiedi, s vysoce
citlivou a selektivni kolorimetrickou detekci médnatého kationtu pomoci kyseliny
bicinchoninové. V biuretové reakci peptidy, které obsahuji tfi nebo vice
aminokyselinovych zbytkt, vytvaii fialovy chelatovy komplex dvou molekul kyseliny
bicinchoninové s médnatymi ionty v alkalickém prostiedi. Fialové zbarveni se meéfi

pii vlnové délce 562 nm (Sapan et al., 1999; Thermo Fisher Scientific, n.d.).

2.5.2 Test lihnuti vajicek (EHT)

Tato jednoducha, spolehliva a finanén€ dostupnd metoda se Casto vyuziva k hodnoceni
ucinnosti  benzimidazolovych anthelmintik u hlistic. Tuto metodu Ilze vyuZit
1 pro testovani ovicidniho ucinku potencidlnich anthelmintik (Ceballos et al., 2019;

Tandon & Kaplan, 2004).

Zékladnim principem této metody je inkubovat vajicka s koncentracni fadou
anthelmintika, a sledovat mnozstvi vylihnutych larev za stanoveny ¢as (Ceballos et al.,
2019). Vajicka se izoluji z Cerstvé stolice prosévanim pomoci specialnich sit, centrifugaci
a flotaci v sachar6zovém roztoku. Ziskana vajicka se promyvaji a mikroskopicky
se kontroluji, aby se potvrdilo, Zze jesté nenastalo lihnuti. Poté se vajicka inkubuji

se zkoumanym anthelmintikem (Demeler et al., 2012). Po 48hodinové inkubaci
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se do kazdé jamky piridava Lugoliv roztok, ktery zastavi dalsi pfipadné lihnuti vajicek,
a spocita se procento vajicek a vylihnutych larev (Bizimenyera et al., 2006; Demeler et

al., 2012).

2.5.3 Test vyvoje larev (LDT)

Test vyvoje larev, je jeden ze zptsobi, jak 1ze méfit i¢innost anthelmintik. Vajicka
jsou kultivovana za ptitomnosti zkoumaného anthelmintika a lyofilizovanych bakterii
E. coli, které slouzi jako zdroj vyzivy pro larvy. Po ukonceni inkubace se pocita, kolik
v jamkach zlstalo vaji¢ek a kolik vajicek se vyvinulo v larvy L1/L2 a larvy L3. LDT
je spolehlivy, rychly a levny, proto se casto pouzivd pro urCeni rezistence

na anthelmintika (Gill et al., 1995; Taylor et al., 2009).

Tento test se provadi na destice, ktera obsahuje destilovanou vodu, zkoumané
1é¢ivo, ristové médium a zkoumaného parazita. Desticka se nechéd inkubovat 6-8 dni,
do doby, nez se v kontrole vyvinou larvy az do L3 stadia, pfi teploté okolo 25-27 °C
(Demeler et al., 2012). Pocty vajicek a larev jsou pocitany pod svételnym mikroskopem
po dobarveni Lugolovym roztokem. Vypoc€itad se podil nevyvinutych larev (vajicka,
L1/L2 a L3) ptfitomnych v kazdé koncentraci 1éCiva, tim dostaneme udaje pro odhad
koncentrace, ktera je potfebna k inhibici vyvoje 50 % ptitomnych larev (Demeler et al.,

2012).

Existuje 1 modifikace LDT. Experiment se provadi na mikrotitrani desticce,
ve které jsou vajicka hlistic pfidana do agarové matrice, kterd obsahuje zkoumané

anthelmintikum (Taylor et al., 2009).

2.5.4 Test migrace larev (LMIA)

V tomto testu se zjiStuje inhibi¢ni UCinek anthelmintika ¢i testované latky
na migraci larev L3. Larvy L3 se snadnéji ziskavaji i uchovavaji na rozdil od dospé€lych

jedincti (Demeler, 2005).

Paralyza migrace vlivem u¢inku anthelmintik se vyhodnocuje pod svételnym
mikroskopem. AvSak tento test se jevi jako velmi subjektivni a nereprodukovatelny,
proto se v soucasné¢ dob¢& vyvijeji programy, které by migraci hodnotily objektivné
(Demeler, 2005). Pro objektivni hodnoceni motility larev L3 se vyuzivad test,

ktery spociva v inhibici migrace larev bud’ z agarovych blokt, které jsou ptekryté sity,
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nebo existuje i test bez agaru (Demeler, 2005). Hodnoti se oplasténé nebo odplasténé
larvy L3, které byly inkubovany v riznych koncentracich 1é¢iv a poté se nechaly migrovat
pies sita. Zivé larvy jsou vyuZity jako negativni kontroly a jako pozitivni kontroly
se pouziji bud’ larvy usmrcené ve vodni ldzni nebo larvy inkubované v 5% DMSO ¢i
v levamisolu. Larvy se nechaji migrovat 24 h a pouze zivé aktivni larvy projdou sitem.
Po 24 hodinach se do jamek pfenesou migrujici larvy z vrchni ¢asti sita a nepohyblivé
larvy, aby se mohly nésledné spocitat. (Demeler, 2005). Vysledkem je procento
inhibovanych larev (Wagland et al., 1992).

2.5.5 Testovani motility

Principem testu je inkubovat urity pocet larev nebo dospélci v médiu
se zkoumanou latkou a sledovat jejich motilitu. Odecet motility se doporucuje v ¢ase 0 h,
12 h a 24 h. Existuji verze tohoto testu, kde je celkovy €as zkouméni motility delsi,
pfipadné kdy se motilita méfi Castéji, avSak vzdy zalezi na typu testu (Demeler et al.,

2012).

Pro méfeni motility dospélci a larev lze pouzit pfistroj, ktery vyuziva
mikroprocesorovou technologii. Princip méfeni je zaloZen na zméné odrazu svétla
pfi pohybu parazita v roztoku a tim i zméné pfijimanych signalti (Taylor, 1990). Ciselné
vyjadifeni zmény téchto signalu se oznacuje jako index motility. Mrtvi helminti maji
nulovy index motility. Vyhodou tézZ je, Ze tato metoda dokaze odliSit velmi aktivniho

parazita od toho mén¢ aktivniho (Demeler et al., 2012).

2.5.6 Sledovani poctu vajicek v trusu infikovanych zvirat (FECRT)

FECRT je in vivo test, ktery poskytuje odhad anthelmintické c¢innosti 1éCiva
porovnanim poctu vajicek v trusu infikovanych zvitat pted a po 1écbé (Kotze et al., 2020).
Nutno podotknout, Ze vysledky tohoto testu nemusi odhadnout anthelmintickou u¢innost
piesné, jelikoz produkce vajicek ne vzdy presné koreluje se skute¢nym poctem dospélych
paraziti. Po 1é¢bé benzimidazoly se trus doporucuje odebirat 10-14 dni. Kazdy typ

anthelmintika ma jiné doporucené ¢asové rozmezi pro odbér trusu (Taylor et al., 2009).
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2.5.7 Molekularni diagnostika

Pro diagnostiku hemonchdzy lze vyuzit i nékolik molekuldrnich metod. Mezi tyto
metody patii Southern blotting a repetitivni DNA hybridiza¢ni sondy v kombinaci
se Southern bloty, avSak jejich nizka specificita a citlivost piispéla k jejich nahrazeni
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Nicmén¢ 1 PCR mé sva omezeni. Velkym
problémem u vaji¢ek paraziti patfi zisk dostate¢ného mnozstvi Cist¢ DNA bez PCR

inhibitor (Arsenopoulos et al., 2021).

Kapkova digitadlni PCR (ddPCR) byla vyvinuta, aby piekonala vySe uvedené
problémy u PCR. DdPCR je vhodna pro detekci a kvantifikaci hlavnich rod helmintt,
které parazituji na ovcich. Navic lze tuto metodu pouzit u zkoumaného materidlu,
ktery obsahuje n€kolik druhd helmintti a v larvalnich kulturach, které byly shromazdény
z trusu. Zda se, ze ddPCR by mohla ptekonat omezeni, ktera se vyskytuji u konvencni
PCR, a miiZe byt vyuzita jako dopln¢k aplikaci zaloZenych na konven¢nich metodach

pocitani vaji¢ek (Arsenopoulos et al., 2021).

2.5.8 Testovani hepatotoxicity

Jatra maji zasadni roli pro metabolismus 1éCiv a jsou hlavnim cilem toxickych
ucinkl 1é¢iv. Je to dano tim, Ze se podileji na metabolické eliminaci vétSiny 1éCiv.
Proto je testovani hepatotoxicity u vSech potencialnich 1é¢iv v€etné anthelmintik velmi

dualezité (Gomez-Lechon et al., 2010).

K testovani hepatotoxickych ucinkl se vyuzivaji jatra, ktera se odeberou zviteti
(potkanovi, ovci) ihned po jeho usmrceni. Jatra se umisti do studeného média. Jatra
se nafezou na ultratenké platky a nechaji se preinkubovat v médiu s vyzivnymi latkami.
Nisledng jsou pfemisténé do média s testovanymi anthelminiky. Rezy se takto inkubuji
24 hodin pti 37 °C. Po ukonceni inkubace se fezy odeberou, oplachnou a naklada se s nimi
dale. Poté se u téchto jaternich fezli zmefi ATP jako marker viability. Stanoveni mnoZstvi
proteintl se nasledné¢ vyuzije pro normalizaci vysledkti méteni ATP (Pavici¢ et al., 2023;

Zajickova et al., 2021).
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo testovani anthelmintick¢é ucinnosti
a hepatotoxicity novych derivata kyseliny benzhydroxamové OMKI1 a OMK2 pomoci
vybranych laboratornich testi s vyuzitim nékolika vyvojovych stadii citlivych

1 rezistentnich kment Haemonchus contortus a preciznich tkanovych fezi z ovcich jater.
Dil¢imi cili bylo:
1) Ziskat vajicka, larvy a dospé€lce H. contortus.
2) Zjistit vliv OMK1 a OMK2 na lihnuti vaji¢ek H. contortus.
3) Sledovat vliv OMKI1 a OMK2 na motilitu a viabilitu larev H. contortus.
4) Sledovat vliv OMK1 a OMK?2 na motilitu a viabilitu dospélct H. contortus.

5) Prtipravit precizni fezy z ov¢ich jater a zjistit, zda OMK1 a OMK2 ovliviiuji jejich

viabilitu.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 PouZivané materidaly a pFistroje

4.1.1 Pristroje
e Baterka
e Centrifuga (Thermo, Biofuge Stratos; Eppendorf, Centrifuge 5810 R)
e Fotoaparat Sony
e Homogenizator (MP Biomedicals, FastPrep®-24; Biobase)
e Kamera u mikroskopu Andor Zyla 5,5 sCMOS
e Magnetickd michacka
e Mikroskop Nikon Eclipse Ti
e Multifunkéni modularni reader SPARK, TECAN
e Teplomér
e Termostat, s CO2, HERAcell, Heraeus
e Thermomixer comfort, Eppendorf
e Ultra-Low Temperature Freezer, Innova C760, New Brunswick
e Varic¢
e Vortex V-Iplus, Biosan

4.1.2 Pomiicky
e Akvarium
e Alobal
e Automatické pipety (Eppendorf)
e Cerné 96-jamkové desticky, Costar
e Desticky 12-; 24-; 96-jamkové
e GAMA-U desticky 96-jamkové
e (Gaza
e Homogeniza¢ni kulicky (zirkonové Silibeads) - velikosti 1,0mm:1,4

mm:2,0mm v poméru 1:1:0,5

e Hrnec
e Hustomér
e Kirjjec jater Krumdieck tissue slicer

e Kultivaéni lahve
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e Laboratorni nadobi (Simax)
e Leukopor
e Michadla
e Nuzky
e Plastova folie
e Plastové centrifugacni zkumavky (Eppendorf)
e Sitas25; 100 a 250um oky
e Skiipce
e Tacy
e Varecka
e Vyvéva
o Zelezné tyginky
4.1.3 Chemikalie
e 100% vodni Lugoloviliv roztok
o 5% FBS (=fetdlni hovézi sérum)
e Agar
e Albendazol (ABZ)
e ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II, Roche
o Obsahuje Luciferazu, ATP standird
e Cukr
e Destilovana voda
e D-glukéza (M, 180,16 g/mol)
e DMSO
e EBSS (s obsahem CaCl,, MgCl,, Invitrogenu)
e EDTA2mM (M, 372,24 g/mol)
e Gentamycin o koncentraci 50 pg/ml
e Hco médium
e Hydrocortison 21-hemisukcinat 0,1 mM
e Chlornan sodny 15%
e Insulin I pyM
o KClI puft (0,154 M) obsahujici Tris-HCI (50 mM; pH 7,4)
e Levamisol (LEV)
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L-methionin 0,5 mM
Luciferaza, CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay Promega,
NaOH 5 M
OMK1 a OMK2
OMK207
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™)
o Obsahuje 0,2% BSA, roztok A

(NaHCO3,Na,C05,BCAv 0,1 M NaOH), roztok B

(4% CuS0,.6 H,0)
Redestilovana voda
RPMI médium (s obsahem L-glutaminu, Invitrogenu)
SONOP (Sonification Solution): Ethanol (70% v/v) + 2 mM EDTA
Suchy led
Tris-HCI 100 nM (M,- 121,14 g/mol )
Ultracista voda (ddH2O; ptipravena systémem Milli-Q, Millipore, Bedford,
MA USA)

4.1.4 Biologicky material

Dospélci H. controtus ISE, IRE
Larvy H. controtus ISE, WR
Vajicka H. controtus ISE, WR

Jatra ovce domaci
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4.2 Metodika prace

4.2.1 Priprava roztoku

4.2.1.1 Tris/EDTA pufr

Pro ptipravu Tris/EDTA pufru bylo smichano 100 nM Tris-HCl a 2 mM EDTA
pufr, ktery méa pH v rozmezi 7,6-8,0.

Pro ptipravu 1 litru tohoto pufru byl rozpusténo 12 g Tris, o molekuldrni hmotnosti
121,14 g/mol a 0,74 g EDTA, o molekularni hmotnosti 372,24 g/mol, v 600 ml
redestilované vody. pH bylo upraveno na ndmi poZadovanou hodnotu — 6 M HCl, objem

byl doplnén redestilovanou vodou, tak aby se vysledny objem rovnal 1 litru.

4.2.1.2 SONOP (Sonification solution)

Pro ptipravu SONOP byl smichan 70% ethanol a 2 mM EDTA, o molekularni
hmotnosti 372,24 g/mol a pH 10,9.

Ptiprava tohoto roztoku byla zapocata rozpuSténim EDTA v redestilované vodé,
pH roztoku bylo upraveno na pozadovanou hodnotu a nasledné byl roztok doplnén 96%

ethanolem do poZadovaného objemu. Takto pfipraveny roztok byl uchovavan v lednici.

4.2.1.3 Priprava roztoku luciferazy

Luciferaza je firmou Roche dodavana v lyofilizovaném stavu, proto bylo nutné
ji pted jejim pouzitim spravné natfedit. Obsah lahvicky luciferazy byl rozpustén v 10 ml
redestilované vody. Rozpusténi obsahu lahvicky bylo podpofeno jejim opatrnym
pieklapénim. Po rozpusténi byla lahvicka ponechana 5 minut stat, po uplynuti této doby

JiZ bylo moZno roztok pouzivat k méteni.

Rozpusténa luciferdza byla uchovdvana v mrazni¢ce pii -20 °C. Zmrazenou
luciferazu pro potteby méfeni bylo nutné vyndat z mrazni¢ky a nechat ji vytemperovat

pfi laboratorni teploté 30-60 minut, dle potieby.
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4.2.1.4 Pracovni roztok C pro stanoveni koncentrace proteinii

Pracovni roztok C byl pfipraven smichanim komeréné dodaného roztoku A, ktery
byl slozen z NaHCO5, Na,CO05, bicinchoninové kyseliny rozpusténé v 0,1 M NaOH,
a komer¢né dodaného roztoku B, ktery obsahoval 4% Cu,S0, .6 H,0, v poméru 50:1.

4.2.1.5 Flotacni roztok

Flota¢ni roztok byl pfipraven ve dvoulitrové kadince, kam bylo nalito 500-600 ml
destilované vody, ktera byla zahtata na 45 °C. Do zahtaté vody bylo postupné za stalého
michani pridavano piiblizné 0,5 kg cukru, ktery se v ohiaté vodé rozpustil. Roztok byl

pribézné kontrolovan pomoci hustoméru. Cukr byl postupné ptidavan az bylo dosazeno

hustoty 1,27 g.cm™3.

4.2.1.6 Fyziologicky roztok

Na ptipravu fyziologického roztoku, 0,9% NaCl, pro izolaci dospélcti, bylo nutné

do plastové nadoby odvazit 81 g NaCl a nasledné dolit teplou vodu do 9 1.

4.2.1.7 Suplementovany pufr EBSS

Pufr EBSS (1500 ml), ktery obsahoval CaCl,, MgCl,, byl doplnén 6,75 g D-
glukézy (M,- 180,16 g/mol), aby byl vytvoren roztok o koncentraci 25 mM, ktery byl

dale vyuzit pro pfipravu jaternich fezu.

4.2.1.8 Suplementované médium RPMI

K RPMI médiu (1000 ml), které obsahovalo L-glutamin, bylo pfidano 50 ml
5% FBS, 0,075 g 0,5 mM L-methioninu, 0,006 g 1 uM insulinu, 0,048 g 0,1 mM

hydrokortison 21-hemisukcinatu a 1 ml gentamycinu o koncentraci 50 pg/ml.

4.2.2 Zisk biologického materialu

4.2.2.1 Infikace ovci

Ovce byly peroralné infikovany roztokem L3 larev. Noc pfed nakazenim byly larvy
ponechany migrovat ze sita do konickych sklenénych nadob. Sedimentované larvy byly

nafedény na koncentraci 1000 L3/ml. Vysledna koncentrace larev byla ovéfena
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pod mikroskopem. Jedna ovce byla infikovana 6000-8000 larev. Kazdym kmenem (ISE,
IRE, WR) H. contortus byly infikovany 2 ovce.

4.2.2.2 Izolace vajicek 7 trusu

Od infikovanych ovci, 4 tydny po nakazeni, byl sbiran jejich trus pro zisk vajicek
a larev (Pavici¢ et al., 2023). Kolem fitniho otvoru ovce byly pomoci svorek k viné
pfipevnény sacky, které jimaly trus. Sacky bylo nutné nejméné jednou za den ménit.
Lihnuti vajicek behem sbéru trusu bylo zamezeno nizkou teplotou cca 10 °C,
proto mnozstvi larev bylo zanedbatelné (Pavici¢ et al., 2023). Exkrementy byly pfivezeny

v chlazenych boxech do laboratote, kde z nich byla pomoci 3 sit izolovana vajicka.

Ziskany trus byl smichan s vodou a rozmixovan do kasovité hmoty. Suspenze trusu
byla pasirovéana ptes 3 sita s riznymi praméry ok (250, 100 a 25 pm). Zbyly obsah na situ
byl nékolikrat promyt vodou. Vajicka zachycend na poslednim situ (s primérem ok
25 um), byla dikladn¢ promyta a nésledné pienesena do centrifugacnich plastovych

zkumavek s vodou. Nasledné byla centrifugovana po dobu 3 minut pti 1600 rpm.

Po centrifugaci byl supernatant slit a nahrazen Sheatherovym flota¢nim roztokem
(nasyceny sachar6zovy roztok o hustoté 1,27 g.cm™3). Roztok byl dolit
do % centrifugacni zkumavky, zamichan a dolit flotacnim roztokem. Nésledné byl cely
obsah znovu zcentrifugovan. Vznikld horni svétld vrstva vajicek byla odebrana

a predchazejici krok byl zopakovan.

Vrchni vrstva s vajicky byla odebrana do 15 ml centrifugacni plastové zkumavky,
doplnéna flotacnim roztokem a centrifugovana 3 minuty pfi 1000 rpm. Vajicka byla
preciSténa opakovanym promyvanim vodou a centrifugaci 3 min pii 1600 rpm.
V poslednim kroku byl odebran veSkery supernatant a k vajickim byly pfidany 2 ml

studené vody. Koncentrace vajicek byla stanovena pocitanim pod mikroskopem.

4.2.2.3 Kultivace L3 larev 7 trusu

Cerstvi ové&i trus s vajicky byl rozlozen na tacu a prekryt plastovou folii.

Takto ptekryty trus byl inkubovan pii 27 °C 4-8 dni. Po dokonc¢eni inkubace byly vylihlé
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larvy smyty z folie do koénickych nadob. Takto vykultivované larvy byly uchovéavany
v chladnicce pti 10 °C.

V ptipadé, Ze na folii nebyl nalezen dostateCny pocet larev, byl trus podroben
dvojnasobnému promyti vodou. Nasledn¢ doslo k jeho promichani a sliti do litrovych
konickych nadob pies sito s oky o velikosti 100 um. Larvy byly ponechany v klidu
po dobu 10-30 minut, aby doslo k jejich usazeni na dn€ nadoby. Poté byly larvy odebrany
ze dna nadoby pipetou a pfeneseny na sito s oky o velikosti 20 pm, které bylo ponotfeno
do misy s vodou. V piipadé, ze larvy nebyly dostatecné ¢isté, doslo k jejich opétovnému

pfecedéni pres sito s oky o velikosti 100 um.

Usazené larvy na sit€ s oky o priméru 20 um byly pfelity do kénické nadoby,
kde byly ponechany sedimentovat ke dnu. Sedimentované larvy byly pifeneseny
do kultivacnich lahvi, do kterych byla dolita voda. Kultivacni lahve s pootevienymi vicky

byly nasledn¢ umistény do chladu.

V piipade, ze byly larvy ponechany v chladu delsi dobu, doslo k jejich filtraci
s cilem odd¢leni Zivych larev od nezivych. Cely obsah kultiva¢nich lahvi byl vylit na sito
s oky o velikosti 20 pm a larvy byly ponechdny k sedimentaci po dobu pfiblizné€ 4 hodin.

Voda z naddoby byla prelita do konickych nadob a ponechana k usazeni.

4.2.2.4 Izolace dospélci

Po sedmi tydnech od infestace byly ovce usmrceny a z jejich zaludkl byli izolovani
dospéli jedinci H. contortus metodou agarové kultivace dle Van Wyka (Van Wyk et al.,
1980). Pted izolaci byl pfipraven fyziologicky roztok F1/1 a agar. Do 500 ml studené
vody bylo pfidano 30 g agaru a zamichano, poté bylo pfilito 1,5 1 horké vody a za stalého
michani pfivedeno k varu. Do uvafeného agaru byl vloZen teplomér a agar byl zchlazen
na 48 °C. Hrnec s agarem a michatkem byl umistén na magnetickou michacku a prekryt
alobalem. Teplota byla udrzovana na 48 °C. Den pfedem byl do 4/5 akvaria nalit
fyziologicky roztok. Akvarium bylo pfekryto alobalem a inkubovano na 38 °C, vcéetné

zbylého fyziologického roztoku.

Dale byly nachystany tacy s gazou, kterd z jedné strany piesahovala o cca 15 cm.
Z delsi strany gézy byly navinuty kovové ty€inky uchycené kovovymi skiipci. Gaza byla
upevnéna skiipci, ¢imZ se zabranilo jejimu smotavani, poté byla navlhcena fyziologickym
roztokem a nadbyte¢ny roztok byl z tacu odstranén.

40



Ov¢i slez byl rozstfizen a prebytecny zaludecni obsah byl odstranén. Rozstfizeny
slez byl vloZen do kadinky s F1/1 roztokem a paraziti byli jemn¢ odstranéni ze zaludecni
stény. F1/1 roztokem byly oplachnuty Zalude¢ni zahyby a cely Zaludek byl docistén

pro maximalni zisk parazitii. Kadinka se ziskanymi parazity byla vlozena do inkubatoru.

Po sedimentaci bylo odebrano co nejvice tekutiny (250-400 ml) a do kadinky byl
pfidan agar v poméru 1:1. Po promichédni byl obsah kédinky vylit na pfedem pfipravené

tacy s gazou.

Vznikl¢ agarové zavésy byly vlozeny do akvaria s FI1/1 roztokem,

tak aby se nedotykaly dna, ani sebe samych. Byly upevnény leukoplastem.

Akvarium bylo opatrné dolito F1/1 roztokem, tak aby byly vSechny zavésy
ponofeny. Cistota agarii byla zkontrolovana svétlem z baterky a poté byli dospéli paraziti

postupné odsavani a premisténi k t¥izeni.

Dospéli jedinci byli dle morfologickych znakli rozdéleni na samice a samce
a vlozeni do kadinek s PBS pii teploté 37 °C. Pro tfidéni bylo pouzito: ¢erné podkladové
papiry, Petriho misky, pinzety, stereolupy, laboratorni kddinky, stolni termostaty a PBS.

Rozttidéni paraziti byli umisténi do desticek s 1 ml PBS a inkubovani pti 37 °C.

Obrizek 12: Tridéni dospélcii
Zdroj: viastni
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4.2.2.5 Priprava preciznich jaternich iezit

Po usmrceni ovci a vypreparovani jejich jater byla tato jatra vlozena do chladného

probublaného EBSS s D-glukézou.

Krouzivym pohybem byly zjater vykrojeny valeCky za pomoci vykrajovace
s primérem 8 mm. Tyto valeCky bez roztiepenych okrajii byly nafezany na fezy o Sifce

cca 200-250 pm pomoci specialniho kraje¢e Krumdieck tissue slicer.

4.2.3 Test lihnuti vajicek

EHT test byl proveden dle uvedené publikace (Varady et al., 2007). Cilem
experimentu bylo posoudit ovicidni t€¢inky OMK derivati v porovnani s albendazolem

(ABZ).

Do mikrotitracni desticky s 96 jamkami byl napipetovan 1 pl roztoku OMK1
nebo OMK2 v DMSO a 199 ul vodného roztoku s vajicky. Pozadovana koncentrace
vajicek v jamce Cinila 60 vajicek v 1 ml, k cemuz byl roztok s vajicky pied pipetovanim

natfedén. Kontrola koncentrace vaji¢ek probihala na podloznim skli¢cku mikroskopu.

OMKI1 a OMK2 byly pipetovany do fady vedle sebe v koncentracich 0,01; 0,1;
1 uM. Soucasné byla na desticku ptfiddna pozitivni kontrola (ABZ 2 mM), negativni
kontrola (0,5% DMSO) a latka OMK207 (4 mM). VSechny vzorky byly testovany
v triplikatech uspotadanych pod sebou. Pro zamezeni odpaieni byla do okolnich

(krajnich) jamek pipetovana voda v objemu 280 pl.

Takto ptipravené desticky byly inkubovany v termostatu pii teploté 27 °C po dobu
48 hodin. Po ukonceni inkubace bylo do kazdé jamky s vajicky ptidano 5 pl 100%

Lugolova roztoku.

Nasledné byla pod mikroskopem spocitana nevylihnuta vajicka a larvy L1.

4.2.4 Stanoveni ucinnosti OMK1 a OMK?2 u larev

4.2.4.1 Inkubace larev

Na stanoveni anthelmintické uc¢innosti nami zkoumanych 1éCiv u larev bylo
zapotiebi ziskat odplasténé larvy (=xL3). Larvy L3 se inkubovaly 20 minut pii 38 °C,

10 % CO, as 0,15% chlornanem sodnym. Nésledovalo 5x promyti destilovanou vodou
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(predehtatou na 37 °C) a centrifugace pti 1600 rpm po dobu 3 minut. Suspenze s larvami

byla piipravena v koncentraci 20 xL.3/10 pl a ovétena pomoci mikroskopu.

Z ptipravené suspenze larev bylo odebrano 198 pl suspenze do jamek 96-jamkové
desticky. Byly pfidany 2 pl zkoumanych latek (OMKI, 2), pozitivni (10 uM LEV)
anegativni (1% DMSO) kontroly. Desticky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C
a 10 % CO, po dobu 72 h.

Po uplynuti 72 h byly vzorky sesbirany do mikrozkumavek, a bud’ byly zmrazeny

nebo bylo ihned méfeno ATP a bilkovina.

4.2.4.2 Méireni ATP

Pted zahajenim méteni ATP byla centrifuga vychlazena na 4 °C, ¢imz se zabranilo
degradaci ATP. Dale bylo nutno rozmrazit roztoky luciferazy a standardu ATP pro dalsi

praci s nimi.

Vzorky v mikrozkumavkéch byly umistény do chladiciho stojanku a byly k nim
piisypany % odmérky homogeniza¢nich kuli¢ek pro zajiSt€éni homogenni smési.
Homogenizace byla provedena po dobu 2x30 sekund dle pfedem nastaveného programu
pro homogenizaci larev. Po homogenizaci byly vzorky vraceny do chladiciho stojanku

a nasledné byly centrifugovany 10 minut pti 4 °C a 13 200 rpm.

Bé&hem centrifugace vzorkl byl rozmrazeny standard ATP natfedén dle nasledujici

tabulky 1 pro ptipravu kalibra¢nich roztoki.

Tabulka 1: Kalibracni fada ATP pro xL3 a dospélce

Redéni V [nl] V Tris/EDTA [pl]| ¢ ATP [nM]
A 10 ylATP standard 990 165000
C1 10 (A) 990 1650
Cc2 100(C1) 400 330
C3 50 (C1) 450 165
C4 100 (C3) 400 33
C5 50 (C3) 450 16,5
C6 100 (C5) 400 3,3
Cc7 50 (Cb) 450 1,65
C8(sl) 0 500 0
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Z kazdého kalibra¢niho roztoku bylo v duplikatech odpipetovano 50 ul do ¢erné
96-jamkov¢ desticky. Néasledné bylo na desticku piidano 5 pl supernatantu a 45 pl pufru
Tris/EDTA v duplikatech dle rozpisu.

Ptipravena desticka byla umisténa do zapnutého pfistroje Spark s aktivovanym
programem pro méieni ATP. Tésné¢ pifed meéfenim bylo do kazdé jamky pomoci
multikanalové pipety pfidano 50 pl luciferazy v pofadi sméru méfeni. Nasledné byla

zméfena luminiscence.

Pro vyhodnoceni u¢innosti byly vysledné hodnoty ATP normalizovany na obsah
proteinti ve vzorcich. Z tohoto divodu byla ve vzorcich také zméfena koncentrace

proteint.

4.2.4.3 Stanoveni koncentrace proteinii

Vzorky byly umistény do koncentratoru s teplotou 45 °C na dobu 6-8 hodin.
Po vyschnuti vzorki do nich bylo pfidano 40 ul 5 M NaOH, obsah byl dikladné
promichén a inkubovéan pii 37 °C, 800 rpm po dobu 30 minut. Po inkubaci bylo
ke vzorklim pfiddno 160 pl redestilované vody a vSe znovu promichano. U takto

ptipravenych vzorki byla stanovena koncentrace proteind.

Byly ptipraveny roztoky dle tabulky 2 pro pfipravu kalibracni fady. Zkumavka 1
byla vytvofena smichanim 250 ul BSA z kitu s 250 pl 2 M NaOH.

Tabulka 2: Kalibracni Fada pro bilkovinu u xL3

2 e n Koncetrace 0,1% roztok BSA v1 M NaOH 1 M NaOH
Redéni BSA xL.3 [ng/ml] (= zkumavka 1) [pl] (=zkumavka 2) [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

Kalibracni tfada byla vytvofena odpipetovanim 10 pl kalibra¢nich roztoka
v duplikatech do 96-jamkové GAMA-U desticky. Do jamek bylo déle pfiddno 10 pl
vzorkll v duplikatech. Do kazdé jamky bylo pomoci multikandlové pipety piidano
200 pl pracovniho roztoku C a desticka byla inkubovéana 30 minut pii 60 °C a 350 rpm
v Termomixeru. Po inkubacni dobé byla zmétena absorbance vzorkl na piistroji Spark

pfi vinové délce 562 nm.
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4.2.5 Stanoveni u¢innosti OMK1 a OMK?2 u dospélct

4.2.5.1 Inkubace dospélych stadii

Do jamek 96-jamkové mikrotitracni desticky bylo pipetovano 990 ul Hco média
anasledn¢ pfidano 10 pl 1% DMSO, levamisolu (LEV) v koncentraci 10 uM
a testovanych latek: OMK1 a OMK2 v koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM. Do takto
pfipravenych roztok byli vlozZeni dospé€lci H. contortus. DestiCka byla inkubovana

po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C a 10 % CO,.

Po uplynuti inkubac¢ni doby byli ¢ervi oplachnuti v PBS pufru, jemné osuseni
a preneseni do 2 ml mikrozkumavek s uzavérem. Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano
100 ul SONOP a vzorky byly thned zmraZeny na suchém ledu. Nasledné& byly vzorky

uchovavany pfi teploté -80 °C v hlubokomrazicim boxu.

4.2.5.2 Méireni ATP

Stanoveni ATP u dospélct probihalo analogicky jako u larev stadia xL.3. Jedinym
rozdilem byl krok pfed homogenizaci, kdy do vzorku kromé homogeniza¢nich kuli¢ek
bylo pfidano 1 400 pl vychlazeného Tris/EDTA pufru. Zbyvajici kroky postupu

se shodovaly s métenim ATP u larev.

4.2.5.3 Stanoveni koncentrace proteinii

Po doméfeni ATP byl ihned stanoven obsah proteini ve vzorcich. Koncentrace
proteinli se stanovuje v supernatantu, proto bylo nutné pfed méfenim vzorky

zcentrifugovat.

Pro stanoveni proteinli byly nejprve pfipraveny roztoky dle tabulky 3, viz niZe,
pro vytvofeni kalibra¢ni fady. Z kalibrac¢nich roztoki i ze vzorkli (supernatantli) bylo

pipetovano 10 pl v duplikatech do 96-jamkové U-GAMA desticky.

45



Tabulka 3: Kalibracéni Fada pro bilkovinu u dospélcii

Redéni BSA dospélci | Koncetrace [ug/ml] | 0,04% roztok BSA v Tris/EDTA pufru [ul] | Tris/EDTA pufr [pl]
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 bylo do kazdé jamky pifiddno 200 pl pracovniho roztoku C pomoci
multikanalové pipety. Desticka byla inkubovana 30 minut pfi teploté 37 °C a 350 rpm.
Po inkubaci byla desti¢ka vloZzena do spektrofotometru Spark, kde byla zméfena

absorbance pii vilnové délce 562 nm.

4.2.6 Stanoveni motility

4.2.6.1 Stanoveni motility u xL3

Larvy stadia xL3 byly inkubovany s testovanymi latkami, pozitivnimi a negativnimi
kontrolami dle postupu popsaného v podkapitole 4.2.4.1. Po uplynuti 72 hodin byla
mikrotitracni destiCka pfemisténa pod mikroskop s kamerou. Pro zajisténi kvalitniho
zaznamu motility bylo béhem nataceni zhasnuto a teplota byla udrZzovéna na 37 °C,
aby byla zarucena optimalni pohyblivost larev. Videa o délce 10 sekund byla pofizena

kamerou s frekvenci snimkt 20 fps.

Zaznam videi probihal pomoci mikroskopu Nikon Eclipse Ti se zvétSenim 4x
a kamery Andor Zyla 5,5 sCMOS s vyuZitim softwaru NIS-Elements Imaging Software.

Nasledné¢ byla potizena videa analyzovana.

4.2.6.2 Stanoveni motility u dospélych stadii

Pro stanoveni motility u dospélych hlisti byl zvolen odli$ny postup sledovani
ve srovnani s larvami stddia xL3. Dospéli jedinci byli umisténi do 24-jamkovych
mikrotitra¢nich desti¢ek s 990 ul Hco média a 10 pl pozitivni (LEV), negativni (DMSO)
kontroly a zkoumanych latek (OMKI1 a 2). V dobé¢, kdy desticky nebyly nataceny, byly

uchovavany v termostatu pfti teploté 37 °C a 10 % CO,.
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Obrazek 13: Fotoaparadt pro natdaceni motility

Zdroj: viastni

Motilita byla snimana fotoaparatem Sony s videokamerou viz obrazek 13 v casech
to, t1, ta, t3,tg, tie, tan, the A tyy. BEhem natdeni bylo v mistnosti rozsviceno
pro dosazeni kvalitniho a jednotného obrazu. Zaznam motility byl natdCen po dobu

alespon 10 sekund. Pofizena videa byla nasledné analyzovana.

4.2.7 Stanoveni u¢inku OMK1 a OMK?2 na jaterni Fezy

4.2.7.1 Pripravnad faze

Do 12-jamkovych mikrotitra¢nich desticek bylo do kazdé jamky pipetovano 1,5 ml
suplementovaného RPMI média bez testovanych latek. V téchto jamkach byly oplachnuty

jaterni fezy a byly zde ponechéany k preinkubaci pied vloZzenim do testované latky.

Do dalsich 12-jamkovych desti¢ek bylo pipetovano suplementované RPMI médium

s testovanymi latkami v dostatecném mnozstvi paralelnich vzorkd.

Ptipraveny pufr, média a rozlozeny krajeC¢ byl umistén do chladici mistnosti

v dostatecném Casovém predstihu.

Vychlazeny EBSS pufr obsahujici glukézu byl probublavan 60 min
pii95 % 0,a5% CO,. Piedptipravené desticky s médii byly vloZeny, 30-60 min
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pfed samotnym experimentem, do inkubatoru. Nésledné byl sestaven kréjec, naplnén

pufrem a byla otestovana jeho funk¢nost.

Déle byl nachystan box s ledem, ve kterém byly umisténé kadinky obsahujici
probublany EBSS, a dalsi potfebné pomiicky jako niizky a pinzety. Na tac s ledem byly
umistény Petriho misky s filtraénim papirem pro vykrajované valecky. Timto krokem

byla pfipravna faze ukoncena.

4.2.7.2 Inkubace jaternich rezii

Kazdy tez byl preinkubovan po dobu 30 min vjedné z jamek na desticce
v suplementovaném RPMI médiu bez testovanych latek. Béhem preinkubace byly
oplachnuty nekrotické a jinak poSkozené bunky. Po 30 min byly fezy pieneseny do média
s testovanou latkou a inkubovany v atmosfére 95 % 0,a 5 % CO, po dobu 24 h

dle zvolenych ¢asovych intervalt.

Po uplynuti 24 h byly fezy vyjmuty a kratce omyty v 0,154 M KCI pufru
obsahujicim 50 mM Tris-HCl. Médium, ve kterém byly fezy inkubovany, bylo

téz odebrano a uschovano pro pozdéjsi analyzu.

Rezy po oplachu byly zhomogenizovany v Tris-KCl pufru a zcentrifugovany
ptfi 4 °C po dobu 20 min a pfi 9 000 g. Timto postupem byla ziskdna frakce S9, jejiz

supernatant byl odebran a skladovan pfi -20 °C.

4.2.7.3 Méieni ATP a koncentrace proteini

Tésné pfed samotnym stanovenim aktivity byl supernatant S9 frakce centrifugovan
pti 105 000 g po dobu 60 min pro zisk cytosolu a mikrosomt. Z 5 pl supernatantu bylo
méieno ATP dle postupu popsaného v podkapitole 4.2.4.2. stanoveni proteinil prob&hlo

dle postupu v podkapitole 4.2.4.3.

Jedinou odliSnosti bylo, Ze jako pozitivni kontrola byl pouZit APAP (paracetamol)
a jako negativni kontrola byl pouzit DMSO. Koncentrace testovanych latek byly stéle
stejné jako v predeslych pokusech, tedy 0,01; 0,1; 1 mM.
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4.2.8 Statisticka analyza dat

Data byla analyzovana pomoci statistického testu one-way ANOVA v softwaru
GraphPad Prism 10. Tato metoda byla pouzita k porovnani pramérti dat z vice skupin
a ke zjisténi, zda mezi nimi existovaly statistické rozdily. Statisticky vyznamna data byla
na grafu oznacena symbolem hvézdicky. Toto oznaceni slouzi k rychlému a pirehlednému

rozliSeni statisticky vyznamnych dat od statisticky nevyznamnych dat.
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5 Vysledky

5.1 Vliv OMKI a OMK?2? na lihnuti vajicek

5.1.1 ISE kmen

EHT byl pouzit pro sledovani potencialniho ovicidniho u¢inku OMK1 a OMK2
uISE kmene H. contortus. Vysledky byly vyjadieny pomoci sloupcového grafu
pro kazdou latku zvlast. Sloupcovy graf znazorfiuje pomér vylihnutych larev
ku nevylihnutym vajickdm udany v procentech vztaZzenych ke kontrole (kontrola
predstavovala 100 %). Jako pozitivni kontrola byly pfi testovani vyuzity latky
s prokazanym ucinkem (OMK207 a ABZ) pro porovnani ucinnosti. Jako negativni
kontrola (k) byly pouzity hodnoty ziskané u vajicek inkubovanych pouze s rozpoustédlem
(0,5% DMSO) testovanych latek. Testované latky byly pouzity v koncentracich 0,01; 0,1
a 1 uM. V pozitivnich kontrolach byla koncentrace OMK207 20 uM a ABZ 0,1 uM.

Ziskana data (primér namétenych hodnot + smérodatnéd odchylka ze tii replikatit)
jsou uvedena v tabulce 4 (pro OMKI1) a tabulce 5 (pro OMK?2) a byla vynesena do grafii
(obrazek 14 a 15).

Tabulka 4: Vliv OMK]I na lihnuti vajicek pro ISE kmen

ISE kontrola OMK1 OMK207 ABZ
Koncentrace | DMSO 0,5 % 0,01 yM 0,1 uMm 1uM 20 uM 0,1 uM
Pramér (%) 100,00 63,77 73,49 92,59 27,81 88,99
SD (%) 22,31 14,00 31,16 34,72 13,48 25,89

Tabulka 5: Viiv OMK?2 na lihnuti vajicek pro ISE kmen

ISE kontrola OMK2 OMK207 ABZ
Koncentrace | DMSO 0,5 % 0,01 yM 0,1 uM 1uM 20 uM 0,1 uMm
Primeér (%) 100,00 68,06 87,04 51,59 27,81 88,99
SD (%) 22,31 18,75 12,44 14,88 13,48 25,89
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Obrazek 14: Vliv OMKI na lihnuti vajicek u ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05

Vylihla vajicka

Obrazek 15: Vliv OMK?2 na lihnuti vajicek u ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05

Vysledky ukazaly, Ze ani jedna z testovanych latek (OMKI1 viz obrazek 14, OMK2
viz obrazek 15) neméla statisticky vyznamny vliv na lihnuti vajicek. Statisticky
vyznamny vliv na lihnuti vaji¢ek méla pouze pozitivni kontrola OMK207. U pozitivni
kontroly ABZ nebyl pozorovan ovicidni Gc¢inek, pravdépodobné z divodu pouziti ptili§
nizké koncentrace ABZ.
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5.1.2 WR kmen

EHT byl vyuzit pro sledovani t¢inku OMK1 a OMK2 na lihnuti vajicek WR kmene
H. contortus. Pomér vylihnutych larev k nevylihnutym vajicktim byl vztazen ke kontrolni
skuping, kterd byla definovéana jako 100 %. Tyto hodnoty jsou prezentovany v tabulce 6
a obrazku 16 pro OMKI1 a v tabulce 7 a obrazku 17 pro OMK2. Pro porovnani G¢innosti
testovanych latek byly do experimentu zahrnuty 1 latky s prokdzanym efektem (OMK207,
ABZ), které slouzily jako pozitivni kontrola. Kazdy experiment byl proveden

v triplikatech, ze kterych byl nasledné spocitan priimér a smérodatna odchylka.

Tabulka 6: Vliv OMKI na lihnuti vajicek pro WR kmen

WR kontrola OMK1 OMK207 ABZ
Koncentrace | DMSO 0,5 % 0,01 pM 0,1 pM 1uM 20 uM 10 uM
Primér (%) 100,00 83,58 87,39 82,11 31,53 24,24

SD (%) 19,39 26,64 13,69 13,02 15,00 3,56

Tabulka 7: Vliv OMK?2 na lihnuti vajicek pro WR kmen

WR kontrola OMK?2 OMK207 ABZ
Koncentrace | DMSO 0,5 % 0,01 yM 0,1 uM 1uM 20 uM 10 uM
Pramér (%) 100,00 68,53 71,58 56,33 31,53 24,24

SD (%) 19,39 21,78 6,29 14,76 15,00 3,56
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Obrazek 16: Vliv OMKI na lihnuti vajicek u WR kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P<0,05; ** P< 0,01
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Vysledky naméfené u vajicek inkubovanych pouze s rozpoustédlem testovanych
latek (DMSO o koncentraci 0,5 %) byly vyuzity jako negativni kontrola (k). Testované
latky byly pouzity v koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM. V pozitivnich kontrolach byl
OMK?207 pouzit v koncentraci 20 uM a ABZ 10 uM.
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Obrazek 17: Vliv OMK?2 na lihnuti vajicek u WR kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; ** P< 0,01

Na zéklad¢ provedenych experimentli na vajickaich WR kmene byla ovicidni
aktivita OMK2 prokdzana pii koncentraci 1 pM. AvSak u latky OMKI ve vSech
testovanych koncentracich ovicidni aktivita nebyla pozorovéna. Vyznamné sniZeni

lihnuti vaji¢ek bylo zaznamenano u pozitivni kontroly OMK207 a ABZ.
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5.2 Viiv OMKI a OMK?2 na viabilitu a motilitu xL3 larev

5.2.1 ISE kmen

Metoda luminiscen¢ni detekce ATP byla vyuzita pro sledovani poklesu viability
larev xL3 ISE kmene vlivem latek OMK1 a OMK2. Zkoumané latky byly testovany
ve 4 koncentracich (0,78; 1,56; 3,12 a 6,25 uM). Larvy inkubované pouze
s rozpoustédlem testovanych latek (1 % roztok DMSO) slouZily jako negativni kontrola

(k). Jako pozitivni kontrola byl zvolen LEV (10 uM), u kterého uz byl dfive prokdzan

ucinek na snizeni viability xL3 H. contortus.

Vysledné hodnoty ATP byly vztazeny k mnozstvi bilkoviny ve vzorcich. Vzorky
byly stanovovany ve 12 replikatech, ze kterych byl spocitan primér a jejich smérodatna

odchylka viz obrazek 18 a obrazek 19.
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Obrazek 18: Viiv OMKI na hladinu ATP u xL3 ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) ** P< 0,01

Statisticky vyznamny pokles viability larev xL3 nastal u latky OMKI
pfi koncentraci 3,12 uM a u pozitivni kontroly LEV. Ostatni koncentrace OMKI se jevi

netcéinné na xL3 ISE kmene.
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Obrazek 19: Viiv OMK?2 na hladinu ATP u xL3 ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05

Statisticky vyznamny pokles viability byl zaznamenan pouze u vzorki

inkubovanych s LEV, tudiz se vS§echny pouzité koncentrace OMK2 jevi jako neucinné.

Motilita larev xL3 byla méfena v tetraplikdtech po 72 hodinadch od pocatku

experimentu. Tato data byla zprimérovana a byla u nich vypoctena smérodatna odchylka.
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Obrazek 20: Viiv OMK]1 na motilitu xL3 ISE kmene
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Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) **** P<0,0001
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Obrazek 21: Vliv OMK?2 na motilitu xL3 ISE kmene
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Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) **** P<0,0001

Vysledky jsou zndzornény na obrazku 20 (pro OMK1) a obrazku 21 (pro OMK?2).

Vramci experimentu nebyl zaznamendn relevantni pokles hodnot motilit
po inkubaci xLL3 v OMK1 a OMK2. Z tohoto hlediska se 1é¢iva nejevi jako Uc€inna.

Statisticky vyznamny pokles motility byl naméten pouze u vzorki inkubovanych s LEV.

Vzhledem k zjisténi velmi omezené rozpustnosti derivatt OMK ve vodé byla
provedena opakovana analyza u¢innosti OMK1 a OMK2 u xL3 larev. Pro testované latky
byly zvoleny nésledujici koncentrace: 0,01; 0,1 a 1 pM. Jako negativni kontrola (k) byl
pouzit DMSO (1 %) a jako pozitivni kontrola LEV (10 uM).

Vzorky byly zhotoveny v tetraplikatech. Z namétenych dat byl vypocten primér
a smérodatna odchylka. Tato data byla vynesena do sloupcovych grafii prezentovanych

na obrézcich 22 (OMK1) a 23 (OMK2).

Statisticka analyza dat prokazala, ze latky OMK1 a OMK2 nemaji v testovanych
koncentracich statisticky vyznamny vliv na viabilitu larev xL.3 ISE kmene. Statisticky

vyznamné snizeni viability bylo pozorovano pouze u vzorka s LEV.
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Obrazek 22: Vliv OMK]1 na hladinu ATP u xL3 ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05
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Obrazek 23: Viiv OMK?2 na hladinu ATP u xL3 ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) ** P< 0,01

Motilita larev XxL3 ISE kmene byla métena v tetraplikatech pro kazdou testovanou
latku. Pomér pohyblivych larev k celkovému poctu larev byl vyjadien v procentech.
Z namétenych dat byl vypocten primérny pomér pohyblivosti a smérodatnd odchylka.

Vysledky jsou prezentovany na obrazku 24 (OMK1) a obrazku 25 (OMK?2).
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Obrazek 24: Vliv OMK]1 na motilitu u xL3 ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) *** P< 0,001
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Obrazek 25: Viiv OMK?2 na motilitu u xL3 ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) *** P< 0,001

Na zakladé provedenych testi sledujicich vliiv OMK1 a OMK2 na motilitu u larev

xL3 ISE kmene lze konstatovat, Ze testované derivaty v zadné z testovanych koncentraci
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neovliviiuji motilitu larev. Jedind latka, ktera prokazateln€ snizila motilitu larev, byl LEV,

jak je patrné z vyse uvedenych obrazkd.

5.2.2 WR kmen

Larvy xLL3 kmene WR byly inkubovany s derivaty OMK1 a OMK2 a po inkubaci
byla vlarvach stanovena koncentrace ATP a koncentrace proteint. Latky OMKI1
a OMK2 byly testovany v koncentracich 0,01; 0,1 a I uM. Jako negativni kontrola byly
pouzity larvy inkubované pouze s 1% DMSO (k), v pozitivni kontrole byly larvy
inkubované¢ v LEV 10 uM. Vzorky byly analyzovany ve 12 replikatech pro kazdou

testovanou latku. Z namétenych hodnot byl vypocten primér a smérodatnd odchylka.
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Obrazek 26: VIiv OMKI1 na hladinu ATP u xL3 WR kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) ** P< 0,01
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Obrazek 27: VIiv OMK?2 na hladinu ATP u xL3 WR kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) ** P< 0,01

Statisticka analyza dat prokazala, Ze zadna z testovanych latek (OMKI1 obrazek 26
a OMK2 obrazek 27) v zadné ztestovanych koncentraci neméla vyznamny vliv

na viabilitu larev. WR kmene. Naproti tomu u vzorkd inkubovanych s LEV doslo

k o¢ekdvanému a statisticky vyznamnému snizeni viability larev.

Motilita larev byla hodnocena v tetraplikatech pro kazdou testovanou latku. Bylo
vypocitano procento pohybujicich se larev v poméru k celkovému poctu larev.

Z naméfenych dat byl vycislen primér a smérodatna odchylka. Na zakladé téchto dat byly

vytvofeny nasledujici grafy.
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Obrazek 28: Viiv OMKI1 na motilitu xL3 u WR kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; **** P<0,0001

Statisticky vyznamné snizeni motility nastalo u larev inkubovanych s OMKI1

(obrazek 28) v koncentraci 0,1 uM. Latka OMKI1 se tedy jevi jako potencidln¢€ Gc¢inna

proti larvam xLL3 u WR kmene.

Inkubace larev s OMK2 (obrazek 29) ve vSech testovanych koncentracich vedla

ke statisticky vyznamnému sniZeni motility larev. Na zakladé téchto vysledki se OMK?2

jevi jako ucinna latka proti larvam xL3 WR kmene.
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Obrazek 29: Viiv OMK?2 na motilitu xL3 u WR kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; ** P<0,01; *** P<0,001;
*E*% P<0,0001
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5.3 Vliv OMKI a OMK?2 na viablitu dospélcit

Dospélci H. contortus byli inkubovani s latkami OMK1 a OMK2 po dobu 48 hodin.
Po inkubaci byli dospélci sesbirani a bylo v nich pomoci luminiscen¢ni metody stanoveno
ATP a nasledné zméten obsah proteini metodou BCA. Méfeni probihalo v duplikatech,
z nichz byl vypocitan praimér a smérodatna odchylka. Koncentrace zkoumanych latek
byly 0,01; 0,1 a 1 uM. Jako negativni kontrola (k) byl vzdy pouzit 1% DMSO a jako
pozitivni kontrola LEV o koncentraci 10 uM.

Ziskana data (koncentrace ATP normalizovana na mnozZstvi proteinll) byla nasledné

vynesena do grafil.

5.3.1 ISE kmen

Vysledky experimentli provedenych s OMKI1 na samicich ISE kmene jsou
prezentovany na obrdzku 30. Na zaklad¢ vysledki lze fict, z2 OMKI1 v koncentracich

0,1 a 1 uM snizuje viabilitu u dospé€lych samic ISE kmene.
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Obrazek 30: Vliv OMK]1 na hladinu ATP u samic ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) *** P<0,001; **** P< 0,0001
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Vysledky experimentii s OMKI1 provedenych na samcich ISE kmene jsou
prezentovany na obrazku 31. Na zaklad¢ provedenych experimentii lze fict, ze latka

OMK1 statisticky vyznamné snizuje viabilitu dospélych samct H. contortus ISE kmene

pii koncentracich 0,1 a 1 uM.
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Obrazek 31: Vliv OMKI na hladinu ATP u samcii ISE kmene
Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; **** P<0,0001

Vysledky experimenti provedenych s OMK2 na samicich ISE kmene jsou

prezentovany na obrazku 32. Z vysledki méfeni vyplyva, Ze OMK2 pii koncentracich

0,1 a1 uM snizuje hladinu ATP u samic.

Vysledky experimenti provedenych s OMK2 na samcich ISE kmene jsou
prezentovany na obrazku 33. U samcii ISE kmene doslo k poklesu hladiny ATP pfi vSech

méfenych koncentracich latky OMK2 (0,01; 0,1 a 1 uM).
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Obrazek 32: Viiv OMK?2 na hladinu ATP u samic ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P<0,05; ** P< 0,01
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Obrazek 33: Viiv OMK2 na hladinu ATP u samcit ISE kmene
Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; **** P<0,0001
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5.3.2 IRE kmen

Vysledky experimentil provedenych s OMKI1 na samicich a samcich IRE kmene
jsou prezentovany na obrazku 34 a 35. U samic IRE kmene nebyl pozorovan statisticky
vyznamny pokles viability vlivem latky OMKI1 v zadné z testovanych koncentraci.
Jedinou latkou, u které byl pozorovan statisticky vyznamny pokles ATP, byl LEV, ktery

byl v experimentu pouzit jako pozitivni kontrola.

U samct kmene IRE nastalo statisticky vyznamné sniZeni viability pfi koncentraci
latky OMK1 0,1 uM. V ptipadé koncentraci 0,01 a 1 pM nebyl pozorovan statisticky

vyznamny ucinek na viabilitu samct kmene IRE.
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Obrazek 34: Viiv OMKI na hladinu ATP u samic IRE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) **** P<0,0001
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Obrazek 35: Viiv OMK]1 na hladinu ATP u samcii IRE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; *** P<0,001
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Obrazek 36: Vliv OMK?2 na hladinu ATP u samic IRE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) **** P<0,0001
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Vysledky experimentl provedenych s laitkou OMK2 na samicich a samcich IRE
kmene jsou prezentovany na obrazku 36 a 37. V ramci hodnoceni vlivu laitky OMK2
na viabilitu samic IRE kmene byly statisticky vyznamné vysledky pozorovany pouze

pii koncentraci 1uM. V ptipad¢ samcii IRE kmene doslo k signifikantnimu poklesu

viability vlivem vSech testovanych koncentraci OMK2.
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Obrazek 37: Vliv OMK?2 na hladinu ATP u samcii IRE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) ** P<0,01; *** P<0,001;
xx%x P<0,0001
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5.4 Vliv OMKI a OMK?2 na motilitu dospélcii

Analyza motilit byla provedena v 6 replikatech pro kazdou testovanou koncentraci,
a to oddélené pro samce a samice. Motilita byla odeétena v Casech
t1,ty, t3, tg, tie tao, tag A tyo. Z kazdé jamky byl spocitan pomér pohyblivych cervi
ku celkovému poctu Cervi vyjadieny v procentech. Nasledné byla data ze vSech

6 replikatt zprimérovana.

5.4.1 Samice ISE kmene

Experiment byl proveden za Gi€elem hodnoceni vlivu latek OMK1 a OMK2
na motilitu samic kmene ISE. Latky byly testovany v koncentracich 0,01; 0,1 a 1 uM.
Jako negativni kontrola (k) byl pouzit 1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit

10 uM LEV.
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Obrazek 38: Viiv OMKI1 na motilitu samic ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) **** P<0,0001

Obrazek 38 prezentuje zdznam méfeni pribézné motility samic inkubovanych
v OMKI1. Za dobu 40 hodin nenastalo vyznamné snizeni motility u derivatu OMK2
v zadné métené koncentraci (0,01; 0,1 a 1 uM). Z tohoto diivodu se latka OMK1 jevi jako

neucinna pro samice ISE kmene.
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Obrazek 39: Viiv OMK?2 na motilitu samic ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k)* P< 0,05; ** P<0,01; *** P<0,001;
wx%k P 0,0001

U latky OMK2 bylo prokazéno snizeni motility v case t8 u koncentrace 1 puM,
v Case t26 byl zaznamendan pokles i u koncentrace 0,1 uM. Data z pribéZzného méfeni jsou
zaznamenana na obrazku 39. U OMK2 bylo prokazdno sniZeni pohyblivosti

pti koncentracich 0,1 a I pM u samic ISE kmene.

5.4.2 Samci ISE kmene

V ramci experimentu byl hodnocen vliv latek OMK1 a OMK2 na motilitu samct
kmene ISE. K posouzeni vlivu obou latek byly pouzity tfi rizné koncentrace: 0,01; 0,1
al pM. Pro srovnani u¢inki OMKI1 a OMK2 byla zahrnuta negativni kontrola (k)
v podobé 1% DMSO a pozitivni kontrola v podobé 10 uM LEV.

Experimentalni postup zahrnoval expozici samcti kmene ISE testovanym latkdm
v danych koncentracich po specifikovanou dobu. Nasledné¢ byla hodnocena motilita
samci pomoci sledovani pohybu jednotlivych samct. Vyhodnocena data byla statisticky
analyzovéna za ucelem kvantifikace vlivu OMK1 a OMK2 na motilitu samct v porovnani

s negativni kontrolou.
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Utinek na snizeni motility byl u latky OMK 1 zaznamenan v ¢ase t16 u koncentrace
0,1 pM. V case t22 dosSlo k signifikantnimu snizeni hodnoty motility u samct
pfi koncentraci 1 uM, v ¢ase 26 bylo toto snizeni sledovano u vSech koncentraci
viz obrazek 40. Latka OMKI1 se jevi jako ucinna ve vSech testovanych koncentraci

u samcu ISE kmene.
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Obrazek 40: Vliv OMK]1 na motilitu samcii ISE kmene

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001;
*%%% P<0,0001

Posledni méfeni motility v ur€enych ¢asovych bodech, bylo provedeno pro latku
OMK?2 u samcii ISE kmene. Od t16 az do ukonceni experimentu byl sledovan pokles
motility v koncentraci 0,01 puM. Jelikoz doslo ke statisticky vyznamnému poklesu

motility pifi koncentraci 0,01 uM, tak se jevi tato latka jako ucinna viz obrazek 41.
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Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) * P< 0,05; ** P<0,01; **** P<0,0001
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Obrazek 41: VIliv OMK?2 na motilitu samcii ISE kmene
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5.5 Vliv OMKI a OMK?2 na viabilitu jaterni iezii

Vliv latek OMKI1 a OMK2 na hepatocyty byl hodnocen v koncentraci 1 uM.
Negativni kontrolou (k) byl 1% DMSO a pozitivni kontrolou byl APAP v koncentraci
1 uM. Vzorky byly pfipraveny v péti replikatech, z nichz byl vypocitan pramér
a smérodatna odchylka (SD).

Z obrazku 42 je patrné, ze latky OMK1 a OMK2 v koncentraci 1 pM nemaji
statisticky vyznamny vliv na sniZeni zivotaschopnosti hepatocytii. Na zakladé téchto

vysledkt lze usuzovat, Ze v testované koncentraci nejsou tyto latky hepatotoxickeé.
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Obrazek 42: Viiv OMKI1 a OMK?2 na viabilitu jaternich rezii

Statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (k) ** P< 0,01
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6 Diskuse

Helmintozy piredstavuji celosvétovy problém, ktery ohrozuje zdravi lidi i zvitat.
Paraziti, jako je H. contortus, zptsobuji zna¢né ekonomické ztraty v chovu malych
piezvykavcei jako jsou ovce a kozy. Zvladnuti helmint6z vyzaduje komplexni pfistup

zahrnujici prevenci, diagnostiku, 1é¢bu a kontrolu.

V poslednich desetiletich nartistd u helminti vyskyt rezistence vi€i existujicim
anthelmintiktim, coz pfedstavuje vaznou hrozbu pro kontrolu helmint6z. Nalezeni novych
a ucinnych 1é¢iv je nezbytné pro udrzeni u€innosti 1écby a zajisténi zdravi zvifat i lidi.
Pochopeni jejich mechanismu u¢inku i mechanismu vyvoje rezistence u helminth

je klicové pro vyvoj novych a ucinnych 1é¢iv v boji proti tomuto onemocnéni.

Cilem této diplomové prace bylo studovat anthelmintickou Uc¢innost
a hepatotoxicitu novych derivati kyseliny benzhydroxamové OMKI1 a OMK2 pomoci
vybranych laboratornich testli s vyuzitim nékolika vyvojovych stadii citlivych

1 rezistentnich kment Haemonchus contortus a preciznich tkanovych fezl z ovcich jater.

Prvnim tkolem pro splnéni té€chto cili bylo ziskat pottebny biologicky material,
konkrétné vajicka, larvy a dospélce parazita H. contortus. Toho bylo dosaZeno nakazenim
ovci timto parazitem. Vyzkum s parazity a hostitelskymi zvifaty s sebou nese tadu
etickych otazek, které je nutné dikladn€ zvazit a zodpovédné fesit. VSechny kroky
vyzkumu by mély byt provadény s maximalnim ohledem na minimalizaci bolesti
a utrpeni zvifat. Se zvifaty by mélo byt dobfe zachdzeno a méla by jim byt poskytnuta
adekvatni péce vetné krmeni a dohledu veterinatre. Vyzkum by mél probihat pod zastitou
etické komice, kterd posoudi jeho etické aspekty a schvali jeho provedeni. Dodrzovani
etickych standardl, transparentnost a zodpovédné provedeni vyzkumu jsou nezbytné

pro zajisténi eticky korektniho a vérohodného vyzkumu. (Diaz et al., 2021).

Nejprve byl sledovan ucinek OMK1 a OMK2 na lihnuti vajicek H. contortus.
Vysledky ukézaly, Ze OMK1 nema ovicidni G¢inek na vajicka H. contortus. Latka OMK2
pii koncentraci 1 uM ovicidni ucinek vykazovala. Je dtlezité zdiiraznit, ze anthelmintika
musi byt 0¢innd hlavné proti dospélym stadiim H. contortus, protoze dospélci poSkozuji
zdravi ovci. Ovicidni u€inek je vSak jistym benefitem, protoze inhibici lihnuti vajicek 1ze

zabranit Sifeni parazita v chovech ovci a snizit tak riziko reinfekce.
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Vysledky testovani vlivu OMK1 a OMK2 na odplasténé larvy xL3 H. contortus
jsou nejednoznacéné. V prvnim testu sledujici vliv derivatli na viabilitu se koncentrace
3,12 uM OMKI jevila jako ucinnd na xL3 ISE kmene, ale v testech motility,
se neprokazala zddna anthelmintickd aktivita. To mliZze naznaCovat ndhodny pozitivni
vysledek v prvnim testu, ovlivnény jinymi faktory, jako je variabilita v aktivité parazitl
nebo drobné odchylky v experimentdlnich podminkach. U kmene WR sice nenastalo
statisticky vyznamné sniZeni viability xL3 larev po expozici OMK1 a OMKZ2, ale doslo
ke statisticky vyznamnému snizeni motility. Béhem testovani latek OMK1 1 OMK2
v koncentracich vyssich nez 1 puM byl zjistén problém s velmi omezenou rozpustnosti
ve vodném prostredi a s jejich krystalizaci. To mohlo ovlivnit vysledky nékterych testu,
a to jak vlivu na viabilitu, tak i na motilitu. Krystalizace mohla vést k nerovnomérnému
rozlozeni Gi¢innych latek v testovacim médiu a k podhodnoceni jejich skutecného tc¢inku.
Proto byly v dalSich experimentech pouzity pouze nizsi koncentrace a pro dalsi vyzkum
by bylo vhodné latky modifikovat tak, aby se zlepSila jejich rozpustnost. Vzhledem
k nejednoznaénym vysledkim bude pro komplexni posouzeni anthelmintického
potencidlu OMK1 a OMK2 proti xL3 larvdm H. contortus nezbytné experimenty

zopakovat.

o 24

aktivity derivath OMK1 i OMK2 proti dospélcim H. contortus. Po expozici samct
1 samic kmene ISE latkou OMKI1 v koncentracich 0,1 a 1 uM doSlo ke statisticky
vyznamnému snizeni viability u obou pohlavi. Tyto vysledky naznacuji, Ze OMKI1 ma
ucinek proti dospélcim H. contortus kmene ISE. U kmene IRE vysledky nebyly
tak jednoznacné. U samic nenastalo statisticky vyznamné sniZeni viability vlivem OMK1
v zadné z testovanych koncentraci, zatimco u samct se sniZeni viability projevilo pouze
u OMKI1 v koncentraci 0,1 uM. Slibné anthelmintickd aktivita latky OMK2 se jevi u obou
kment (ISE i IRE) a obou pohlavi. U samct ISE kmene byla OMK2 6¢inné ve vSech
testovanych koncentracich (0,01; 0,1 a 1 uM), zatimco u samic ISE kmene se snizeni
viability projevilo vlivem OMK?2 v koncentraci 0,1 a 1 uM. U samic IRE kmene nastalo
statisticky vyznamné sniZeni viability pouze u koncentrace 1 uM, zatimco u samct IRE
kmene doSlo k poklesu viability ve vSech testovanych koncentracich. Tyto vysledky
naznacuji, ze OMK2 ma4 slibny anthelminticky ucinek proti dospélcim H. contortus

u obou kment a obou pohlavi.
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Stanoveni viability u dospélctt pomoci méfeni ATP bylo doplnéno téz sledovanim
jejich motility. K dispozici byli pouze dospélci kmene ISE. Latka OMKI1 statisticky
vyznamn¢ nesnizovala motilitu u samic ISE kmene. U samct ISE doslo k poklesu motility
v Case t8 u koncentrace 0,1 uM a ke statisticky vyznamnému sniZeni v ¢ase t26 u obou
testovanych koncentraci (0,1 a 1 pM). Tyto vysledky naznacuji, ze OMKI ovliviiuje
motilitu samci. Latka OMK?2 ovlivnila motilitu samic i samcti ISE kmene. U samic doslo
k poklesu motility v ¢ase t8 u koncentrace 1 uM a v Case t26 nastalo statisticky vyznamné
snizeni motility i u koncentrace 0,1 uM. U ISE samct latka OMK2 ovlivnila motilitu
v ¢ase t16 u koncentrace 0,01 uM. Tyto vysledky naznacuji, ze OMK2 ovliviiuje

motilitu dospélcti H. contortus.

Vysledky sledovani motility v Case ukazaly, ze i u kontrolni skupiny dochézi
k postupnému snizovani motility dospélct H. contortus. V Case t16 bylo pozorovano
mirné sniZzeni motility a v ¢ase t40 nastalo sniZeni motility témét o 50 %. To naznacuje,
ze testované médium a podminky experimentu nejsou ideélni pro dlouhodobou inkubaci
dospé€lych paraziti. Z tohoto divodu by bylo vhodné zkratit dobu experimentu.
Zkracenim inkubacni doby by se minimalizoval vliv suboptimalnich podminek
na motilitu parazitl a zpfesnila by se data ohledné vlivu testovanych latek na motilitu.
Inkubaéni doba 24 h by mohla byt dostatecnd pro provedeni tohoto experimentu.
Pro prodlouzeni zivotaschopnosti dospélych parazitti a zlepSeni jejich motility béhem
experimentu by mohlo byt vhodné optimalizovat testované médium a Zivotni podminky.
To by mohlo zahrnovat Gpravu sloZzeni média, teploty, pH a dalSich faktort. U dospélcti
inkubovanych v testovanych latkdch miiZze byt obtizné odliSit usmrcené jedince
od paralyzovanych. Pro ptresngj§i hodnoceni motility by mohlo byt pouzito

vyhodnocovani pomoci softwaru.

Pro odhaleni ptfipadné hepatotoxicity latek OMK1 a OMK2 byly pfipraveny
precizni fezy z ov¢ich jater a inkubovany s testovanymi latkami po dobu 24 hodin.
Vysledky experimentu ukézaly, ze latky OMKI1 a OMK2 v koncentraci 1 pM nemaji
toxicky vliv na ov¢i jatra. To naznacuje, ze v této koncentraci jsou tyto latky z hlediska
hepatotoxicity bezpecné. Je dlilezité zdiraznit, Ze toto tvrzeni plati pouze pro koncentraci
1 uM, nebot vyssi koncentrace nemohly byt testovany vzhledem k omezené rozpustnosti.
Pro posouzeni celkové bezpecnosti OMKI1 a OMK2 je nutny dal$i vyzkum, ktery by

zahrnoval testy toxicity 1 v jinych organech a ve vyssich koncentracich
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Vysledky této diplomové prace naznacuji, ze OMK1 a OMK?2 maji slibny potencial
jako anthelmintika proti H. contortus. Ob¢ tyto latky prokdzaly béhem experimentt
anthelmintickou aktivitu. OMK2 se ukazala jako obzvlasté slibnda s nizSimi
koncentracemi potfebnymi k eliminaci parazita. I kdyz dosavadni vysledky ukazuji slibny
potencial OMK1 a OMK2 jako anthelmintik, pro plné posouzeni jejich terapeutické

hodnoty je nutny dalsi komplexni vyzkum.

Pro budoucnost 1é€by helmintoz je velmi dilezité neustale hledat a vyvijet nova
1éCiva. V soucasné dobé¢ se kromé latek OMK1 a OMK2 testuje naptiklad derivat
chinolinu ABX464, ktery piisobi jako u¢inny nematocid, avSak tato latka jeSté musi projit
fadou optimalizaci (Shanley et al., 2024). Dale se zkouma ucinnost novych
benzimidazolovych derivatt BZD31, BZD46, BZD56 a BZDS59 jako potencidlnich
anthelmintik. Obzvlasté slou¢eniny BZD31 a BZD59 se jevi jako slibné latky (Valderas-
Garcia et al., 2024). Dalsi nove syntetizovanou latkou je derivat chinolin-6-karboxylové
kyseliny II-1. U latky II-1 byly prokdzany ovicidni a larvicidni 0¢€inky proti GIT
parazitim (Kotodziej et al., 2023). Vyvoj novych anthelmintik je klicovym bodem v boji
proti helmintézdm a udrzeni zdravi prezvykavci. Neustdlé objevovani a testovani
slibnych latek otevira cestu k inovativnim lé€iviim s potencidlem kontrolovat helmintozy

a chranit zdravi zvifat.
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7 Zavér

1)

2)

3)

4)

5)

V ramci pfipravy experimentll se uspéSné podafilo ziskat vajicka, larvy

a dospélce H. contortus.

Pfi testovani vlivu slou¢enin OMKI1 a OMK2 na lihnuti vajicek parazita
H. contortus nebyl u latky OMKI1 v testovanych koncentracich prokazan
ovicidni u¢inek. U latky OMK?2 byl ovicidni u¢inek prokdzan v koncentraci

IuM.

Vliv testovanych latek (OMKI1 a OMK?2) na viabilitu a motilitu xL3 byl

nejednoznacny.

Slibné anthelminticka aktivita se jevi u obou latek OMK1 a OMK2 u dospélcii
H. contortus. Utinky OMKI1 byly vyrazn&j$i u ISE kmene, kde doslo
ke sniZeni viability u obou pohlavi nez u IRE kmene. Statisticky vyznamné
ucinky u IRE kmene nastaly pouze u samci, u samic nikoli. Latkou OMK1
byla ovlivnéna pouze motilita ISE samct, u ISE samic nebylo zaznamenano
statisticky vyznamné snizeni motility. Latkou OMK2 byla sniZena viabilita u
obou pohlavi ISE i IRE kmene. OMK2 se proto jevi jako vice ucinna latka,
jelikoz ovliviiovala viabilitu IRE samic na rozdil od OMKI1. S timto tvrzenim
koresponduji 1 vysledky motility, kdy latka OMK2 snizovala motilitu u obou
pohlavi ISE kmene.

Na zaklad¢ provedenych testll na preciznich jaternich fezech nebyl prokazan
negativni vliv latek OMK1 a OMK2 na viabilitu hepatocyttli. Z tohoto diivodu,
1ze tvrdit Ze tyto slouceniny nejsou hepatotoxické a neposkozuji jaterni buiky

pfi koncentraci 1 puM.
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8 Seznam zkratek

ABX464 — derivat chinolinu

ABZ — albendazol

AMP — adenosinmonofosfat

ANOVA — analyza variance

APAP — paracetamol

ATP — adenosintrifosfat

BCA — kyselina bicinchoninova

BSA — hovézi sérovy albumin

BZD31, BZD46, BZD56 a BZD59 — benzimidazolové derivaty
CaCl, — chlorid vapenaty

CuS0,.6 H,0 — siran méd’naty hexahydrat

ddH20 — ultradista voda

ddPCR — kapkova digitalni PCR

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E. coli — Escherichia coli

EBSS — english balanced salt solution (vyvazeny sodny roztok typu EBSS)
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EHT — test lihnuti vaji¢ek

F1/1 roztok — fyziologicky roztok

FBS — fetalni hovézi sérum

FECRT — sledovani poctu vajicek v trusu infikovanych zvitat
GIT — gastrointestinalni trakt

H. controtus — Haemonchus contortus

HTS — vysoce vykonny screening (anglicky high-throughput screening)
II-1 - derivat chinolin-6-karboxylové kyseliny

IRE — kmen rezistentni vii¢i benzimidazolovym anthelmintikiim
ISE — kmen citlivy vi¢i anthelmintikiim

k — negativni kontrola

KCI — chlorid draselny

K,, — Michaelisova konstanta

L1 — larvy prvniho stadia
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L2 — larvy druhého stadia

L3 — larvy tietiho stadia

L4 — larvy ctvrtého stadia

L5 — stadium casné dospélosti

LDT — test vyvoje larev

LEV — levamisol

LMIA - test migrace larev

MgCl, — chlorid hote¢naty

NaCl — chlorid sodny

Na,CO0; — uhlicita sodny

NaHC 03 — hydrogenuhli¢itan sodny

NaOH — hydroxid sodny

NCEs — nov¢ syntetizované chemické slouc¢eniny
OMKI1 — derivat kyseliny benzhydroxamové 1
OMK?2 — derivat kyseliny benzhydroxamové 2
OMK?207 — derivat kyseliny benzhydroxamové 207
PBS — fostatovy pufrovany roztok

pCO2 — parciélni tlak oxidu uhli¢itého

PCR — polymerazova fetézova reakce

pH — potenciélni vodikovy index

pO2 — parcialni tlak kysliku

RPMI médium — roswell park memorial institude médium
SONOP — sonifikovany roztok

TRIS-HCI — Tris(hydroxymethyl)aminomethan
WR — multirezistentni kmen

xL3 — odplasténé larvy
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