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ABSTRAKT
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Kandidat: Mgr. Hana BARTIKOVA

Skolitel: Doc. Ing. Barbora SZoTAKOVA, Ph.D.

Nazev disertacni prace:

BIOTRANSFORMACE A TRANSPORT XENOBIOTIK U HELMINTU

Infekéni nemoci zpiisobené parazitickymi helminty predstavuji zadvazny problém
ohrozujici zdravi domadcich i voln¢ zijicich zvifat a ovliviujici zemédélsky primysl.
benzimidazoly. Neracionalni pouzivani podobnych anthelmintik vsak vedlo
k zavaznému problému - ke vzniku rezistence helminti viéi t€émto 1é¢ivim. K moznym
mechanismiim vzniku rezistence patii zmény ve farmakokinetickych procesech (zmény
Vv transportu 1éCiva a zvySena deaktivace 1é¢iv), ke kterym mulze pfispivat zvySena
aktivita biotransformacnich enzymi a transportérii u helmint. Poznani mechanismi
rezistence a obrannych strategii parazitl vici lé¢ivim je nezbytné pro zachovani
ucdinnosti soucasnych anthelmintik a vyvoj novych piistupt ke kontrole helmintéz.

Ackoli biotransformacéni enzymy a transportéry helmintl slouzi jako obrana pied
negativnim pasobenim xenobiotik, doposud byly pomémé malo studovany. V mé
disertacni praci jsem Se proto Vramci studia obrannych strategii helminti vénovala
biotransformacnim enzymtm, pfeméné a transportu vybranych anthemintickych 1é¢iv u
motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum), ze skupiny hlistic jsme se zabyvali
vlasovkou slézovou (Haemonchus contortus) a tasemnice potkani (Hymenolepis
diminuta) slouzila jako modelovy organismus pro studium tasemnic.

K dosazeni stanovenych cild jsme provad€li in vitro (subcelularni frakce
z homogenatu t&l parazitl) a ex vivo (zivi paraziti kultivovani s zivhym médiem)

experimenty. Aktivity redukcénich enzymt, které u paraziti hraji dulezitou roli, byly



stanoveny pomoci modelovych substrati. K anthelmintickym 1é¢ivim, ktera jsou u
helmintd metabolizovana cestou redukce, patii mebendazol (MBZ) a flubendazol (FLU).
Ackoli oxida¢ni enzymy nebyly u helmintl povazovany za dulezité, ziskané vysledky
potvrzuji existenci metabolismu lé¢iv cestou oxidace i U téchto organismi. Z testovanych
anthelmintik podléha oxidaci albendazol (ABZ), a to u D. dendriticum a H. contortus,
nikoli v§ak u H. diminuta. Na biotransformaci anthelmintik se mohou podilet i enzymy,
které hraji roli pfedevS§im Vv obrané paraziti pfed oxidacnim stresem zpusobenym
nekterymi 1éCivy €1 imunitnim systémem hostitele. Z této skupiny enzymu byla u vSech
tfech paraziti nalezena aktivita superoxiddismutasy, katalasy a peroxidasy. Schopnost
methylace (D. dendriticum, H. diminuta) a konjugace s glukézou (H. contortus) ptinasi
prvni dikazy o tom, Ze i helminti vyuZivaji konjugaci 1é¢iv s endogennimi substraty
K jejich deaktivaci. Srovnani citlivych a rezistentnich kmenti H. contortus odhalilo vétsi
tvorbu metaboliti 1é¢iva FLU u rezistentnich jedinct. To naznacuje, ze zvySena aktivita
biotransformacénich enzymt se u tohoto parazita muze podilet na vzniku rezistence.
Transportni studie potvrdily dulezitost pasivni diftize pti transportu 1é¢iv do téla i z téla
parazitu a v piipadé D. dendriticum poukazaly rovnéz na tcast aktivniho transportu ABZ
a jeho sulfoxidu.

Ziskané vysledky pfispély k poznani obrannych strategii helmiti a dokazuji, ze
vSichni testovani parazité maji schopnost aktivné pfeménovat strukturu anthelmintik a
dalSich xenobiotik. Tyto zplisoby ochrany pfed toxickym piisobenim cizorodych latek
mohou pfispivat ke vzniku rezistence parazitli. Znalost biotransformace a transportu

1é¢iv u helminti tedy mize vést ke zlepSeni farmakoterapie helmintoz.
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Infectious diseases caused by parasitic helminths are a major problem
threatening health of domestic and wild animals and affecting agricultural industry
worldwide. Treatment of helminthoses is based on administration of anthelmintic drugs,
with benzimidazoles being the most important group. Unfortunately, the irrational use
of similar anthelmintics has led to the development of drug resistance in helminths, thus
causing a serious problem in the veterinary practice. Possible mechanisms of drug
resistance development include changes of pharmacokinetic processes (changes in drug
transport or increased drug deactivation), which are based on an increased activity of
biotransformation enzymes and transporters in helminths. Understanding the
mechanisms of drug resistance and defence strategies of parasites against drugs can
prolong the efficacy of current anthelmintics and help to find new strategies for the
control of helminthoses.

Although drug metabolizing enzymes and transporters of helminths serve as an
efficient defence against the negative action of xenobiotics, they have been relatively
little investigated so far. Therefore, the aim of my doctoral thesis was to study the
defence strategies of helminths, namely biotransformation enzymes, metabolic faith and
transport of selected anthelmintic drugs, in the representatives of the main groups of
parasitic helminths. From the class of flukes, we tested Dicrocoelium dendriticum.
Haemonchus contortus was studied as a representative of group Nematoda and
Hymenolepis diminuta served as a model organism of tapeworms.

To achieve our goals, we performed in vitro (subcellular fractions of homogenate

from parasites' bodies) and ex vivo (living parasites cultivated with medium) experiments.



Activities of reduction enzymes, which play important role in parasites, were assayed
towards model substrates. Anthelmintic drugs metabolized via carbonyl reduction in all
examined species are represented by mebendazole (MBZ) and flubendazole (FLU).
Although drug oxidation enzymes have not been considered to be important in helminths,
obtained results in our experiments have confirmed the existence of an oxidative drug
metabolism in these organisms. From the anthelmintics tested, albendazole (ABZ)
undergoes sulphoxidation in D. dendriticum and H. contortus, but not in H. diminuta.
Some helminths' oxidation enzymes, which play the significant role in defence against
oxidative stress induced by redox-cycling drugs or host immune system, may contribute
to the biotransformation of the drugs. From these enzymes, superoxide dismutase,
catalase and peroxidase showed activity in all parasites. The ability to form methyl
derivatives (D. dendriticum, H. diminuta) and glucose conjugates (H. contortus) have
brought the first evidence that even helminths conjugate drugs with endogenous substrate
in order to deactivate them. Comparison of sensitive and resistant isolates of H. contortus
revealed higher formation of FLU metabolites in resistant individuals. It suggests that
higher activity of biotransformation enzymes can contribute to the drug resistance
development in this helminth species. Transport studies have confirmed a key role of
passive diffusion in the transport of drugs in helminths. In the case of D. dendriticum the
results indicated also the participation of active transport of ABZ and its sulphoxide.

The obtained results expand the knowledge of defence strategies in helminths
and prove that all tested helminths are able to effectively transform the structure of the
drugs and other xenobiotics. By this way, parasites may be protected against toxic
effects of drugs and it can contribute to the drug resistance in parasites. Therefore, the
knowledge of drug biotransformation and transport in parasitic helminths may improve

the pharmacotherapy of helminthoses in target species.
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1 UVOD

Parazitézy vyvolané mnohobunéénymi parazity neboli helminty piedstavuji
zavazny zdravotni problém zejména v zemich tfetiho svéta, kde postihujici zna¢nou ¢ést
populace. Helminti neposkozuji pouze zdravi lidi, ale maji ohromny dopad i na
hospodaiska a volné Zzijici zvifata. Infekce vyvolané helminty jsou povazovany za
zemich. Helminti zodpovidaji za poruchy zdravi zvitat, které maji za nasledek snizenou
produktivitu zvifat nebo mohou dokonce vést az Kk rozsdhlym thynim stad. Dusledkem
jsou vyrazné ekonomické ztraty, jez v rozvojovych zemich dale prohlubuji chudobu.

Eliminaci parazitéz je tedy ve veterindrni praxi vénovdna znacna pozornost.
Zatim stdle nejefektivnéj$Sim zplsobem kontroly a 1écby parazitéz je pouziti 1éCiv
s anthelmintickym ucinkem. Jejich ¢asté a nespravné podani vsak vedlo k vyvoji I€kové
rezistence parazitl a k selekci parazitdrnich kment neodpovidajicich na 1é¢bu hlavnimi
skupinami anthelmintik. Tato skute¢nost vyrazné komplikuje 1é¢bu parazitoz.

Mechanismy vzniku rezistence obecné zahrnuji fadu procest, z nichZ nékteré se
podarilo objasnit, ale dalsi zistavaji stale nejasné. Dulezitymi pochody uplatitujicimi se
pii vzniku rezistence je zména cilové struktury, snizeny piijem nebo urychleny eflux
1é¢iv, zvySené odbouravani léciva. Pied nckolika lety bylo poukdzdno na souvislost
l1ékové rezistence s biotransformacénimi enzymy a transportéry paraziti. Tyto struktury
zodpovidaji za zvySenou metabolizaci a pozménény transport 1€€iv, a tim ochraiuji
helminty pied negativnim ptisobenim anthelmintik a dalSich xenobiotik.

Znalost mechanismi rezistence je nezbytna pro zachovani G¢innosti stavajicich
anthelmintik a pro vyvoj novych 1é¢iv a alternativnich 1écebnych postupii. Ackoli byly u
riznych helmint popsany nékteré biotransformacni enzymy a transportéry, nebyla
problematice biotransformace a transportu xenobiotik u helmintd vénovana velka
pozornost. Naplni této disertacni prace je proto rozsifit dosavadni poznatky a pfinést
nové informace o obrannych strategiich helmintd, jimiz se brani €¢inklim cizorodych
latek a které mohou pfispivat ke vzniku rezistence. Cilem provadénych experiment
bylo stanovit specifické aktivity biotransformacnich enzymi, zhodnotit biotransformaci
vybranych anthelmintik a jejich transport u zastupcl nejvyznamnéjSich skupin

parazitickych helmintt.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Onemocnéni vyvolana parazity

Parazitozy jsou onemocnéni zplsobena jednobunéénymi organismy ze skupiny
prvokt (Protozoa) a mnohobunéénymi helminty neboli parazitickymi Cervy, patiicimi
do kment plosténci (Platyhelminthes), hlistice (Nematoda) a vrtejSi (Acanthocephala)
(Volf a Horak, 2007). Parazitické infekce piedstavuji hlavni pfi¢inu onemocnéni a umrti
lidi ve vétsin¢ zemi tropického a subtropického regionu. Rocné zemie v dusledku
parazitického onemocnéni nékolik miliont obyvatel (Paris et al. 2007).

Parazitézy vyvolané helminty se oznacuji specidlnim terminem helmintdzy.
Jejich svétové rozsiteni potvrzuje i odhad Svétové zdravotnické organizace (WHO),
podle které je jedna osoba ze ¢tyt nositelem alespon jednoho parazitického Cerva
(http://www.who.int/vaccine_research/diseases/soa_parasitic/en/index.html).  Celkovy
pocet zasazenych lidi se pohybuje okolo dvou miliard. Infekce helminty je pticinou
vyrazné nemocnosti a umrti u ¢lovéka. Tézké infekce maji za nasledek fadu zdravotnich
problému zahrnujicich poruchy ristu, psychickych funkci, anémii, alergické reakce,
potlaceni imunitniho systému, deficit vitaminu A a podvyzivu. Napiiklad vysilujici
onemocnéni vyvolané druhy Schistosoma mansoni ¢i Echinococcus granulosus muze
byt smrtelné a infekce méchovci (Ancylostoma duodenale a Necator americanus)
zpomaluje rist déti a miize narusit jejich kognitivni funkce (Johnston et al. 2008; Harris,
2011). Helmintozy jsou rovnéz podezielé ze zmény citlivosti hostitele k malarii, HIV,
tuberkul6ze a ze snizeni uspé$nosti oCkovacich programi, napft. proti tuberkuloze, ktera
stale patii ke tfem nejvice devastujicim chorobam (Hotez et al. 2006).

Jako méftitko pro zhodnoceni dopadii onemocnéni na kvalitu Zivota miZe slouzit
jednotka DALY (,disability-adjusted life years®), ktera se rovna ztraté jednoho
zdravého roku Zivota. Oznacuje rizika, kterd mohou smrti ovlivnit délku zivota, nebo
rizika, ktera jsou pficinou krat$i nebo del$i nemoci, kdy lidé zlstavaji na Zivu, ale
nejsou plné zdravi. Nedavné odhady tvrdi, ze hodnota DALY pro helmintozy (39
miliont) je vyssi nez pro malarii a tuberkulozu. V dusledku vyraznych poruch zdravi

vedou helmintézy k velkym socioekonomickym ztratam (Harris, 2011).

Helmintézy neposkozuji pouze zdravi lidi, ale vyrazn€ ovliviiuji i hospodarska a

volné Zijici zvifata. Pravé na oblast helmintd vyznamnych ve veterinarni praxi jsme se



vvvvvv

hospodatskym zvifatim s celosvétovym rozsifenim se fadi ovce, kozy a skot. Celkovy
odhad poc¢tu hospodaiskych zvifat (1,33 miliardy kust hovéziho dobytka a 1,04
miliardy ovci) nazorn€¢ ukazuje dilezitost téchto ZzivociSnych druhli pro svétovou
ekonomiku. Umrti a snizeni produkce zvifat v disledku helmintéz maji tudiz za
nasledek vyrazné ekonomické dopady. Parazitické infekce ovlivituji pfijem krmiva, jeho
traveni a dalsi procesy, které se mohou projevit mnoha zptsoby. Zahrnuji pfedcasnou
vina, redukovanou plodnost a taznou kapacitu zvitat, ktera zaroven vede ke snizenym
vynosim zemédelskych plodin. Do ekonomickych ztrat se pocitaji i naklady na 1écbu
helmintéz a pfidruzenych infekci (Perry a Randolph, 1999; Piedrafita et al. 2010).
motolici Fasciola hepatica, kazdoro¢né¢ vede ke skodam Vv hodnoté pies dvé miliardy
USD (Ai et al. 2011). Ve stejné vysi se pohybuje odhad ztrat v souvislosti s infekci
vyvolanou druhem Echinococcus granulosus (Budke et al. 2006). V rozvojovych
zemich, kde hospodaiskd zvifata Casto predstavuji pro malé farmare jediny zdroj
obzivy, jsou ztraty vyvolané hemintézami hlavnim faktorem prohlubujicim chudobu
mistnich obyvatel. Ve vyspélych statech helmintézy ohrozuji produkci potravin

(Piedrafita et al. 2010).

2.2 Puvodci parazitickych onemocnéni ze skupiny helmintt

Helminti, stejné¢ jako ostatni paraziti, jsou organismy ziskavajici ziviny
Z jednoho ¢i nékolika dalSich organismi, kterym $kodi, ale nemusi je zabit. Jedna se
0 vztah mezi jedinci, kdy jeden z partnerd ma ze souziti prospéch a druhy Skodu.

Termin helminti oznacCuje velmi riznorodou skupinu mnohobunéénych
zivocichl. Zahrnuje nepifibuzné organismy, které se ale pro praktické ucely nékterych
védnich disciplin sdruzuji dohromady. Mezi helminty se tradi¢né fadi kmen Nematoda
(hlistice), Acantocephala (vrtejsi) a zastupci kmene Platyhelminthes (plosténci), tj. tiidy
Trematoda, Cestoda, Monogenea. Piehled organismu patiicich k helmintim uvadi Tab.
1. Pro ¢lovéka a hospodarska zvitata jsou z kmene platyhelmintl vyznamné pouze ttidy
Cestoda a Trematoda. Zastupci tfidy Monogenea parazituji pfedev§im na rybach
a zpusobuji vyznamné ztraty v chovech ryb. Acanthocephala se vyskytuji u savct, ryb a
ptakt (Northrop-Clewes a Shaw, 2000; Volf a Horak, 2007).



Z hlediska ontogenetického vyvoje jsou helminti velmi variabilni. Kromé
dospélcti a vajicek mohou mit i pomérné velky pocet morfologicky odlisnych larvalnich
stadii, kterd ke svému vyvoji vyuzivaji i n€kolik typt hostitelti. Organismus, v némz
dochazi k pohlavnimu dospivani a sexudlni reprodukci, se oznacuje jako definitivni
hostitel. K larvalnimu vyvoji helmintd dochazi v tzv. mezihostiteli. Na zakladé poctu
hostitelt se rozliSuje nckolik vyvojovych cykli. Kromé¢ piimého cyklu s jednim,
definitivnim hostitelem (napf. roup Enterobius vermicularis) existuji dvouhostitelské
(pt. motolice Schistosoma spp., tasemnice Taenia spp.), tiihostitelské (pif. motolice rodu
Paragonimus ¢i tasemnice rodu Diphyllobotrium) a ziidka i étythostitelské cykly se
tfemi mezihostiteli (Volf a Horak, 2007).

Tab. 1: Struény piehled klasifikace parazitickych helmint. V zavorkach jsou uvedeny nazvy

dalezitych druhti, které infikuji cloveka a hospodaiska zvitata.

Kmen: Platyhelminthes

Trida Trematoda (Fasciola, Schistosoma, Dicrocoelium, Paraphistomum, Fasciolopsis)

Ttida Cestoda (Taenia, Echinococcus, Diphyllobothrium, Moniezia, Hymenolepis )

Ttida Monogenea (paraziti ryb)

Kmen: Nematoda

Rad Enoplida (Trichinella, Trichuris)

Rad Rhabditida (Strongyloides)

Rad Tylenchida (paraziti rostlin)

Rad Strongylida (Necator, Ancylostoma, Haemonchus Oesophagostomum, Trichostrongylus,)

Rad Oxyurida (Enterobius)

Rad Ascaridida (Ascaris, Toxocara)

Rad Spirurida (Onchocerca, Dracunculus, Thelazia, Gongylonema, Wuchereria, Loa)

Kmen: Acantocephala

V nasi praci jsme se zabyvali zastupci z kmene Nematoda a ze tfid Trematoda a

Cestoda, vyznamnymi pro hospodarska a volné zijici zvifata.

2.2.1 Nematoda

Nematoda neboli hlistice jsou jednou z nejrozsifenéjSich, nejpocetnéjSich a
nejrozmanitéjSich skupin zivoéichi. Doposud je popsano téméf 20 000 druht
parazitujicich v obratlovcich. Mnoho dalSich Zije volnym zplsobem zivota (v pudé,

sladké i motské vode€) Ci parazituje v bezobratlych a v rostlinach. Jsou nejcastéjsi



pfi¢inou ndkazy u cloveka, u hospodarskych zvifat zodpovidaji za vyrazné ztraty
Vv dtsledku snizené produkce, neprospivani a smrti zvifat. Parazitujici nematoda se dle
lokalizace rozd€luji na intestinalni a extraintestinalni. Dospé€lci Zijici v obratlovcich jsou
lokalizovani nejcastéji v travicim traktu, ale 1 dalSich soustavach — krevnim a
lymfatickém ob¢hu, nervové soustavé, urogenitalnim traktu, dychaci soustave, kazi
(Campbell et al. 2011; Volf a Hordk, 2007). Hlistice byly nalezeny od Antarktidy po
tropy.

Ve struktufe téla vykazuji nematoda konzervatismus. Télo ma kruhovy priifez,
byva protahlé, vétsinou nitovitého ¢i valcovitého tvaru. Velikost nematod je riznoroda,
od 250 um po jedince dosahujici délky az 9 metra (Placentonema gigantissima ve
vorvanich). T€lo se sklada ze dvou koncentrickych trubic. Vnéjsi je tvotena kutikulou,
dale hypodermis, jejiz buiiky produkuji kutikulu, a longitudinalni svalovinou. Kutikula
je struktura s opornou funkci, umoznuje pohyb, tvofi ochrannou bariéru, pies niz
probiha vyména latek s prostfedim a ktera se ucastni interakci s hostitelem. Vnitini
trubice zahrnuje stfeva. Prostor mezi obéma trubicemi se nazyva pseudocoelom. Je
vyplnén tekutinou, jejiz tlak udrzuje télni turgor a funguje jako hydrostaticky skeleton.
Tim, Ze pasobi jako sila proti kontrakci podélnych svalii, umozinuje pohyb bez potieby
antagonistické pti¢né svaloviny. Na rozdil od platyhelmintli maji nematoda travici
trubici jak sustnim, tak sanalnim otvorem. U nékterych druhl tvofi ustni dutina
mohutnou kapsulu, na jejimz dné se mohou nachazet zuby nebo listy, kterymi nematoda
narusuji tkané hostitele. U paraziti rostlin je ustni dutina pfeména v bodcovou
strukturu, tzv. stylet, slouzici k penetraci bunééné stény hostitele (Matthews, 1998).

Hlistice jsou oddéleného pohlavi, Casty je 1 pohlavni dimorfismus, kdy samicka
dortsta vétsich rozméri. Vajicka jsou riznoroda co do tvaru i velikosti, vétSinou ovalna
¢i kulovitd srizné strukturovanym povrchem. Vyvoj dospélci probihd pies Ctyfi
larvalni stadia (L1 — L4), kterd jsou odd€lena svlékanim staré¢ a nové kutikuly. Vyvoj
mize byt bud’ pfimy - monoxenni bez mezihostitele (geohelminti), nebo nepiimy -
heteroxenni, ktery zahrnuje mezihostitele (biohelminti). K pfenosu monoxennich hlistic
dochdzi peroralni cestou pozienim infek¢ni larvy nebo perkutanné, kdy larva pronika
k71 hostitele a migruje jeho t€lem do mista definitivni lokalizace (napt. méchovci rodu
Ancylostoma). Nékdy larvy prodé€lavaji dlouhou a slozitou migraci vnitinimi organy
hostitele (napt. Skrkavky). V piipad¢é nékterych hlistic mize dochazet i k autoinfekci
hostitele (napf. Strongyloides stercoralis). U heteroxennich hlistic dochazi

v mezihostiteli k vyvoji parazita az po casnou L3 larvu, ktera je infekéni pro
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definitivniho hostitele. Jako mezihostitelé slouzi vétSinou bezobratli zivocichové.
K prenosu dochazi nejcastéji peroralni cestou pozienim infikovaného mezihostitele. Ale
napt. u filarii dochazi k priniku infek¢nich stadii do obratlovce pii sani vektora

(krevsajici ¢lenovec) (Volf a Horak, 2007).

2.2.1.1 Zastupci nematod vyznamni pro hospodarska zvirata

Hlavnimi nematody ohrozujicimi produkci hospodaiskych zvifat jsou
Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus  spp.,
Nematodirus spp., Cooperia spp., Thelazia gulosa, Oesophagostomum spp., Chabertia
ovina, Protostrongylus rufescens a Gongylonema pulchrum (Miller a Horohov, 2006;
Sargison, 2011; Volf a Horak, 2007). Gastrointestinalni nematodozy patii k nejvice
destruktivnim onemocnénim malych ptezvykavcl s vysokou prevalenci. Akutni infekce
vedou ke smrti zvifat, ¢astéjsi je chronickd forma vedouci ke snizené produktivité zvirat
(Angulo-Cubillan et al. 2007).

Ze skupiny nematod jsme se Vexperimentdlni praci vénovali druhu
Haemonchus contortus (vlasovka slézova), ktery patii k nejvice patogennim
nematodiim a zodpovida za velké ekonomické ztraty. Parazituje u piezvykavci, hlavné
ovci, skotu a koz. Dospélci ziji ve slézu (zaludku prezvykavcl), kde se zivi krvi.
Haemonchus je rozsifen ve vSech geografickych oblastech, od tropického pasu po
studené, horské regiony (Angulo-Cubillan et al. 2007). Navzdory Sirokému rozsahu
zivotnich podminek Se vice nachazi v teplych a vlhkych regionech nez v studenych a
suchych (Miller a Horohov 2006).

Samicky jsou delsi (18-30 mm) nez samedci (10-20 mm). Ustni kapsula se
vyznacuje zubem, pomoci n¢hoZ vlasovky naruSuji cévy. Pfijatd krev dava helmintim
Cervené zbarveni. SamiCky jsou dvoubarevné v diisledku bilych vajecnikli sto¢enych
kolem rudého stfeva. Zivotni cyklus je piimy, bez mezihostitele (Angulo-Cubillan et al.
2007). Dospéla samice klade ve slézu prezvykaveu denné kolem 5000 vajicek, ktera
pronikaji S vykaly na pastvu (Le Jambre, 1995). Ve vnéjSim prostiedi probihd 6-7 dni
vyvoj do stadia infek¢ni L3 larvy. Piezvykavci se infikuji na pastvé pozienim travy
S larvami. L3 larvy migruji pfes bachor do slézu, kde se Zivi mukozou a svlékaji se na
L4 larvy. Neptiznivé podminky mutze L4 larva pieckat v hypobidze, coz je stav, kdy

larva snizuje svlij metabolismus a zastavuje vyvoj. Jakmile vyvoj pokracuje, L4 larvy



dosahuji zavéreénym svlékanim dospé€losti. Samice opét kladou vajicka a cely cyklus se
opakuje.

Zavaznost hemonchdzy vyplyva z poskozeni slézu a ze ztrat krve. Dospélci a L4
larvy denné ptijimaji az 0,05 ml krve, ¢imz zpusobuji vyznamné ztraty krve. Dusledkem
jsou anémie s redukovanymi hodnotami hemoglobinu a plazmatickych proteint. Pocet
eozinofill v periferni krvi je zvySeny. Objevuji se bledé mukdzni membrany, dasné a
spojivky, castym projevem jsou edémy V té€lnich dutindch. Ovce ztraci vytrvalost,
typicka je letargie a nekoordinovanost. Znac¢né se snizuji vahové piirustky, kvalita viny
a reproduk¢ni schopnosti. Zavazné infekce vedou ke smrti zvitat (Angulo-Cubillan et al.

2007; Miller a Horohov 2006).

Obr. 1: Haemonchus contortus (vlasovka slézova). Foto I. Vok¥al.

Podobné¢ se projevuji 1 onemocnéni vyvolané druhem Teladorsagia
circumcincta, zijicim ve slézu, a druhy Trichostrongylus colubriformis, Nematodirus
spp. a Cooperia spp., parazitujicimi v tenkém stfevé skotu a jinych prezvykavci. Silné
infekce zpisobuji zanéty slézu Ci stieva, té€zké travici poruchy, prijmy, dehydrataci a
anemické stavy az thyny zvifat (McNeilly et al. 2009; Stear et al. 2003; Brundson 1967,
Li et al. 2009)

Thelazia gulosa zpiisobuje oéni infekce pievazné u hovéziho dobytka. Zije na
povrchu rohovky, ve spojivkovém vaku a slznych zlazach. Samicky produkuji larvy,
kterymi se nakazi mouchy konzumujici u hostitele sekrety slznych zlaz. V téle mouchy
prochazi parazit dvéma svlékanimi. Infekéni L3 larvy se uvoliuji do spojivkového vaku
hostitele pfi opétovném sani much a v periorbitadlnim prostoru dospivaji. Dospéla i

larvalni stadia zpisobuji zanét spojivek, slznych vacku a keratitidu (Naem 2007).



Druhy rodu Oesophagostomum jsou parazity tlustého stieva prasat a hovéziho
dobytka. Vajicka se ve vykalech vyviji v larvu L3, ktera je na pastvé pro hostitele
zdrojem nakazy. V tlustém stievé se zavrtavaji do sliznice stfevni stény a zpusobuji
1éze. V submukoze se vyviji larvy L4 a vyvolavaji imunitni odpovéd’, kterd ma za
nasledek zapouzdfeni larvy v nodularnich lézich tvofenych shluky neutrofili a
eozinofild. Objevuji se lokalni zanéty, krvaceni a edémy S tvorbou granulomt, vedouci
k pfitomnosti charakteristickych noduli a centralni nekrdoze. U zvifat dochazi
k porucham traveni, prijmam, popt. thynim (Gasser et al. 2007).

Chabertia ovina se vyskytuje u domacich i divokych sudokopytnikd. Projevy
infekce jsou podobné jako u rodu Oesophagostomum. Poskozuje povrch stifev a
zpusobuje t€zké prijjmy a nekrozy sliznice.

Protostrongylus rufescens parazituje v bronchach ovci a koz. Samicky kladou
vajicka, z nichz se v plicich lihnou larvy a pies Gstni dutinu a travici trakt se dostavaji
do vngjsiho prostiedi, kde infikuji mezihostitele (plzi). Infekce vede k t€zkym zanétim
plic.

Gongylonema pulchrum je béznym cizopasnikem piezvykaveu, ale i koni a
prasat. Dospélci se nachazeji ve sliznici dutiny ustni, jazyka a jicnu, zfidka i bachoru.
L3 larva se vyviji v mezihostitelskych broucich a §vabech. Tito helminti plisobi zanéty

sliznic spojené s poruchami ptijmu potravy (Volf a Hordk, 2007).

2.2.2 Trematoda

Trematoda neboli motolice zahrnuji pocetnou skupinu Zivoéichd (asi 8000
znamych druhil), vyhradné parazith obratlovct se sloZitymi vyvojovymi cykly. Nekteré
druhy vyvoléavaji zdvazné onemocnéni hostitelll. Parazituji hlavné v travicim systému,
ale i v dychacich cestach, krevnim feCiSti, nervové soustave, urogenitalnim traktu a
télnich dutinach.

Trematoda se lisi svou velikosti, ktera se pohybuje od jednoho milimetru do
nékolika centimetrti. Nejvétsi lidsky parazit Fasciolopsis buski méfi 75 mm, zatimco
nejmensi je Heterophyes heterophyes sméné nez 3 mm na délku. T¢lo je
nesegmentované, zplostélé, ovalného tvaru s ordlni a ventralni piisavkou. Pfisavky
vykonavaji hlavné ptichycovaci funkci. U nékterych zastupcli mize jedna ¢i obé

pfisavky chybét ¢i jsou nahrazeny jinymi strukturami.



Povrch téla je pokryt tegumentem neboli kutikulou. Z tegumentu Casto vystupuji
ostny ¢i hroty. Tegument hraje dilezitou roli v absorpci zivin a slouzi k exkreci hlenu a
metabolith (Ichhpujani a Bhatia, 2002; Volf a Horak, 2007). Zajistuje rovnéz ochranu
pied imunitnim systémem hostitele a do urcité miry pied pasobenim 1é¢iv (McConville
et al. 2009). Sklada se ze dvou vrstev - bezjaderného syncytia na povrchu a hloubg&ji
ulozené jaderné vrstvy - spojenych cytoplazmatickymi vybézky. Syncytium je
ohranicené apikalni a bazalni plazmatickou membranou, kterd se vchlipuje dovnitt
syncytia. Tyto vybézky jsou obklopeny pocetnymi mitochondriemi. Dals§i vyraznou
strukturou v syncytiu jsou sekrec¢ni téliska. Bazalni plazmaticka membrana lezi na tzv.
lamina basalis, pod niz se nachazi cirkularni a longitudinalni svalovina a tegumentalni
buiiky, jejichz cytoplazmatické vybeézky prostupuji laminou basalis. Tegumentalni
buiiky, jejichz hlavni ulohou je sekrece proteind, obsahuji kromé& jadra drsné
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie a sekreéni granule
produkujici sekre¢ni téliska (Chowdhury a Tada, 2001). Travici soustava slouZzi
Kk aktivnimu piijmu a zpracovani potravy. Zacina ustnim otvorem, ktery je zaroven i
otvorem vyvrhovacim. Stievo je jednoduché, &i se vétvi. Cast Zivin piijimaji motolice
povrchem téla.

Motolice jsou vétsinou hermafroditi se sam¢imi a sami¢imi organy v jednom
jedinci. Vyjimku tvofi rod Schistosoma. U vétsiny trematod jsou vyvojové cykly slozité,
zahrnujici dva nebo vic mezihostiteld. Nepohlavnim rozmnoZzovanim vznikaji larvalni
stadia, kterd infikuji nasledné hostitele (Volf a Horak, 2007). Dospéli €ervi uvolnuji
vajicka, kterd mohou mit rizny tvar, €asto jsou ovalna s vickem. Z vajicka se lihne
pohybliva larva oznacovana jako miracidium. Miracidium se dostava do mezihostitele
(ve vétSiné piipadit me&kkysi), v némz se vyviji v primarni sporocystu. Nasleduje dalsi
larvalni stadium — sekundarni sporocysty ¢i redie. Vysledkem asexualniho
rozmnozovani jsou cerkarie, které infikuji jiz definitivniho hostitele ¢i dalSiho
mezihostitele. Z jednoho miracidia se vyvine az nékolik tisic cerkarii, a dochazi tak

Kk velkému namnoZzeni parazita (Ichhpujani a Bhatia, 2002).

2.2.2.1 Zastupci trematod vyznamni pro hospodadrska zvirata
K vyznamnym motolicim ohroZujicim produkci hospodaiskych zvitat patii
Dicrocoelium dendriticum, Fasciola hepatica, Fascioloides magna, Paraphistomum

cervi a Eurytrema pancreaticum.



Ze skupiny nematod jsme se Vexperimentalni praci vénovali druhu
Dicrocoelium dendriticum (motolice kopinata). Jedna se o bézného parazita hlavné
domacich 1 divokych ptezvykavcei, u nichz vede ke snizeni produkce. Motolice kopinata
Zije ve zluCovodech a zluéniku ovci, koz, skotu, mufloni, srncti, buvold a velbloudu.
Navzdory vyraznému rozsiteni dikroceliozy je tato parazitdéza podcenovana.

Charakteristicky tvarované télo dosahuje délky 8-14 mm a Sitky 2-3 mm.
Pouhym okem jsou vidét bila vitelaria (Zloutkové zlazy, které produkuji zloutkové
bunky obklopujici vaje€né buniky) a cerné zbarvena déloha. Ovalna vajicka obsahuji
miracidium. Zivotni cyklus je nepiimy a trvd zhruba 6 mésict. Vyzaduje dva
mezihostitele - suchozemského plze a mravence. Po pozfeni vajicka plzem se vylihne
miracidium, které se pies stadium sporocyst vyviji v cerkarie. Ty opousti plze a ve
slizovém obalu c¢ekaji na pozfeni mravencem. V ném vznikaji metacerkarie, z nichz
jedna ¢i dvé migruji k podjicnovému gangliu mravence a ovladaji jeho chovéani.
Infikovani jedinci vylézaji na stébla trav, ¢imz zvySuji Sanci pozfeni definitivnim
hostitelem. V ném migruji do Zlu¢ovodu, kde se vyviji v dospélce uvoliujici vajicka.

Klinické symptomy dikroceliézy se obvykle nemanifestuji, u zvifat s té€zkymi
infekcemi se objevuje anémie, edémy, vyhublost, Zloutenka. Vyskytuje se cirh6za jater
a poskozeni zlucovodi v dusledku mechanického poskozeni motolicemi. Ve vzacnych
pfipadech miZe onemocnéni skoncit fatdlné. PoSkozeni jaternich funkci vede
k zavaznym ekonomickym ztratam, zejména kvili snizeni ptirdstk a produkce mléka a

masa (Otranto a Traversa, 2002; 2003).

Obr. 2: Dicrocoelium dendriticum (motolice kopinata). Foto B. Szotakova.

Velice vyznamnym parazitem hospodaiskych zvitat je Fasciola hepatica neboli
motolice jaterni. Timto parazitem jsem se zabyvala Vv pribéhu mé zahrani¢ni staze.

Motolice jaterni se vyskytuje v mirném klimatu celého svéta, parazituje v jatrech a
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zluCovodech prezvykavel 1 monogastrickych savcld. V poslednich letech doslo
K vyraznému rozsifeni fasciolézy v dusledku klimatickych zmén (zmirnéni podnebi,
vetsi vlhkost) a zvySeni pohybu stdd. Celosvétové je nakazeno 300 milionti kusa
dobytka a 250 milioni ovci (Fairweather, 2005). Onemocnéni zapfiCinuje velké
ekonomické ztraty v disledku zpomaleni ristu, snizené produkce mléka a plodnosti
zvitat (Keiser et al. 2007). Fasciol6za je rovnéz rozsifenou zoondzou a piedstavuje
zavazny zdravotni problém v mnoha zemich (jizni Amerika, Francie, Portugalsko,
Egypt, iran, Turecko, Vietnam). Odhady nakaZenych se pohybuji od 2,4 do 17 miliéni
lidi (Mas-Coma et al. 2005).

Zivotni cyklus zahrnuje mezihostitele, jimiZz jsou plovatky Zijici na
podmacenych lokalitach. K ndkaze dochazi pozienim metacerkarii, které prodélavaji
Vv téle hostitele migraci ptes stievo do jater a Zlu€ovodl. Vyvoj v definitivnim hostiteli
trva az tii mésice. V pribehu migrace se juvenilni jedinci zivi jaternim parenchymem a
krvi, ¢imz vyvolavaji destrukci jater, krvaceni a obstrukci zlucovodi. Velky pocet
motolic zplsobuje akutni fasciolozu, kterd miize vést az ke smrti zvifat v disledku
rozsahlé tkanové destrukce, zvétSeni jater a tézkého intrahepatdlniho a
intraperitonealniho krvaceni. U neakutni formy dochazi k cirhéze a fibréze jater
(Anderson a Fairweather, 1995).

Dal§im parazitem jater a ZluCovodi piezvykavci je Fascioloides magna,
dosahujici délky 10 cm. V soucasnosti predstavuje velky problém pro chovy danci
zveéte. Jiz jedna motolice dokéze vazné poskodit jatra. Napadend zvirata hubnou a pii
silnéjSich infekcich hynou.

Paraphistomum cervi je bézny parazit bachoru ¢&i jinych ptedzaludka
prezvykavcii. Metacerkarie se po pozieni hostitelem excystuji a juvenilni jedinci se
zdrzuji nékolik tydnl ve slézu a dvanéctniku, kde zplsobuji krvaceni a nekrdzy.
Dospélé motolice se presouvaji do bachoru, kde vyvolavaji lokalni atrofii stén. Casna
faze se projevuje prijmy, hubnutim az thyny.

Eurytrema pancreaticum parazituje Vv pankreatickém vyvodu piezvykaveu,
popt. cCloveéka. Vyskytuje se hlavné v Asii. Vyvoj zahrnuje dva mezihostitele,
suchozemské plze a rovnokiidly hmyz. Parazit zpiisobuje chronicky zanét slinivky,
manifestujici se ztratou hmotnosti a anémii v disledku poruch traveni (Volf a Horék,

2007).
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2.2.3 Cestoda

Ttidu Cestoda, téZ oznacovanou jako tasemnice, tvoii asi 5000 znamych druht.
Parazituji u vSech skupin obratlovcti, z pievazné vétSiny u ryb a paryb. Az na vyjimky
maji vicehostitelské zivotni cykly. Dospélci se nachazeji v travici soustavé obratlovct.
Patogennimi agens jsou nejen ve stadiu dospélct, ale u nékterych druhi ve stadiu larev
napadajicich hostitele (Volf a Horak, 2007).

Segmentované té¢lo je zplostélé a dosahuje rtizné délky. Naptiklad zatimco
Hymenolepis nana méfi 1-4 cm, Diphyllobotrium latum je dlouhy az 15 m. T¢€lo se
skladéa z hlavicky (skolex), krku a vlastniho téla (strobila). Na skolexu jsou umistény
pfichycovaci organy — ryhy, kruhovité pfisavky ¢i chobotek s hacky. Strobila je tvofena
z rizného poctu segmentl neboli proglotid. Pro srovnani, Echinococcus granulosus ma
3-4 segmenty, Diphyllobotrium latum kolem 4000. Pfitomny jsou tii typy segmentii:
nezralé¢ s nevyvinutymi reprodukénimi organy; zralé S jiz vyvinutymi reprodukénimi
organy; tfetim typem jsou c¢lanky naplnéné vajicky s atrofovanymi ostatnimi
strukturami. Povrch téla je kryt tegumentem, jehoz stavba je obdobna jako u motolic.
Typickym znakem je pfitomnost mikrotrichi vybihajicich z tegumentu a zvétSujicich
plochu absorpce. Tasemnice nemaji vyvinuté sttevo, ziviny jsou piijimany od hostitele
absorpci pfes tegument.

Tasemnice jsou az na vyjimky hermafroditi, v kazdém c¢lanku se tedy nachézi
sam¢i 1 samici reprodukéni soustava. K oplozeni dochazi bud’ mezi dvéma tasemnicemi
nebo mezi dvéma c¢lanky na stejné strobile. Tasemnice maji obvykle dva hostitele,
existuji 1 zastupci s tiihostitelskymi cykly (rod Diphyllobotrium). Rod Hymenolepis
muze vyuzivat jediného hostitele. Vajicka, v nichZ se vytvaii prvni larva (onkosféra ¢i
lykoféra), se dostavaji do vnéjsiho prostfedi. V mezihostitelich se tvofi larvy druhého
(popt. tretiho) stadia, které maji dle morfologie rizné nazvy (napi. cysticerkoid,
plerocerkoid, cysticerkus, hydatida). Ptenos infekce mezi hostiteli probihd hlavné
peroralngé. Medicinsky vyznamné tasemnice mohou byt rozdéleny na intestinalni

cestoda a tkanova cestoda ¢i larvalni formy. Extraintestinalni infekce jsou mnohem

wev

2.2.3.1 Zastupci cestod vyznamni pro hospodadrskad zvirata
Z tiidy cestod jsme se experimentalné zabyvali druhem Hymenolepis diminuta.

Ackoli tato tasemnice nepfedstavuje z veterinarniho ani lékarského hlediska zadvaznou
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hrozbou, ma vyznam jako laboratorni model pro studium fyziologie, biochemie a
imunologie tasemnic a pro zhodnoceni G¢inkt 1é¢iv (Muller et al. 2002).

Jedna se 0 celosvétoveé rozsifené¢ho parazita krys, potkant a ziidka i1 ¢lovéka.
Prevalence hymenolepidzy je vysSsi v tropickych a subtropickych oblastech, jako je
Thajsko, Malajsie, Indie. Nékolik piipadii bylo zaznamenano i v Italii, Spanélsku a
USA. Infekce je obvykle asymptomaticka, miizou se vyskytnout gastrointestinalni
obtize, podrazdéni, svédéni a eozinofilic (Marangi et al. 2003, Tena et al. 1998,
Wiwanitkit 2004).

Hymenolepis diminuta dosahuje délky 30-60 cm. Vajicka se dostavaji z téla
hostitele a musi byt poziena mezihostitelem (nejcastéji brouci rodu Tenebrio ¢i
Tribolium). Definitivni hostitel se nakazi pozienim infikovaného hmyzu. Tasemnice ve
stfevé dospiva za 18-20 dni (Muller et al. 2002). Vyrazné se uplatiuje tzv. ,,crowding*
efekt, coz znamend, Zze se zvysujicim poétem tasemnic ve stievé dochazi k inhibici
jejich rastu v diisledku kompetice o ziviny a produkce latek snizujicich rist tasemnic

(Volf a Horak, 2007).

Obr. 3: Hymenolepis diminuta (tasemnice krysi). Foto H. Bartikova.

K vyznamnym tasemnicim ovliviiujicim produkci hospodaiskych zvifat patii
rody Echinococcus, Taenium a Moniezia.

Rod Echinococcus zahrnuje tasemnice malych rozmért (1-6 mm). Definitivnim
hostitelem druhu E. granulosus jsou psovité Selmy, mezihostitelem ptezvykavci, popf.
¢lovék. V mezihostiteli se vyviji zvlaStni forma cysticerku, tzv. hydatida ¢i echinokok,
v némz vznikaji dalsi larvy (protoskolexy). Hydatida plisobi cystickou echinokoko6zu.

Nejcastéji napadanym organem mezihostitele jsou jatra a plice. V piipad¢ prasknuti
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hydatidy se wvylije tekutina s mnozstvim parazitarniho antigenu, ktery vyvola
anafylakticky Sok, a uvolnéné larvy zpisobuji diseminovanou cystickou echinokokdézu
(Volf a Horak, 2007).

Hospodaiska zvifata jsou ohrozovana larvalnimi stadii rodu Taenia, ktera
vyvolavaji onemocnéni zvané cysticerkdéza. Symptomy cysticerkézy se odviji od
umisténi a poctu larev, k nejzavaznéjSim patfi neurocysticerkoza. T. saginata,
tasemnice bezbranna, je kosmopolitni parazit vyuzivajici jako mezihostitele skot (i
buvoly) a jako definitivniho hostitele ¢lovéka. Dortista délky 5-12 m. Na hlavicce bez
hackd jsou vyrazné 4 piisavky. Clanky s vajicky se dostavaji z definitivniho hostitele
stolici. Na pastvé se pozienim vajicek nakazi mezihostitel, v jehoZ stievé se uvoliluje
onkosféra, kterd penetruje pies stfevni sténu krevnim ob&éhem do svali (jazyk, krk,
srdecni sval) a pfeménuje se na cysticerkus. Lidé se nakazi pozfenim nedostatecné
tepelné upravené potravy. Infekce se u dobytka obvykle neprojevuje, ale zplisobuje
vyrazné hospodarské ztraty kvili nemoznosti vyuzit nakazend zvirata (Ichhpujani a
Bhatia, 2002).

T. multiceps je tasemnice psi vyuzivajici jako mezihostitele hlavné ovce, ale i
hovézi dobytek, hlodavce a ziidka ¢lov€ka. Larvy v ovci napadaji centralni nervovy
systém a vyvolavaji rizné klinické pfiznaky (krouzeni, ataxii, nekoordinovanost,
paralyzu zadnich koncetin, slepotu a koma). Onemocnéni je rozSifené zejména ve
Sttedozemi a v oblasti Blizkého vychodu (EI-On et al. 2008). Cysticerkozu
hospodatskych zvitat (hlavné ovce a kozy) zpasobuji také dalsi dva druhy,
T. hydatigena a T. ovis parazitujici u psu a jinych Selem.

K celosvétoveé rozsifenym tasemnicim patii Moniezia expansa a M. benedeni.
M. expansa se vice vyskytuje u ovci, M. benedeni u skotu. Zivotni cyklus zahrnuje
mnoho druhli roztoch jako mezihostitele. Zvifata se nakazi pozienim roztoch
s cysticerkoidy na pastvé. Infekce obvykle probihd bez klinickych symptomt, akutni

moniezidza Se projevuje prujmy ¢i zacpou (Hansen et al. 1950).

2.3 Vztah hostitel - parazit

Parazitismus je jednou z nejvice rozsifenych zivotnich strategii organismi
a predstavuje vyznamny fenomén v evoluci. Jedna se o vztah, kdy jeden organismus
(parazit) ziskava Ziviny a Zije na ukor jednoho ¢i vice dalSich jedincii (hostitel). Parazit
ma z tohoto souziti prospéch, zatimco hostitel je ovliviiovan negativné, pficemz ale neni
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snahou parazita svého hostitele zabit (Bush et al. 2001). Zahubenim hostitelské
populace se totiz paraziti sami odsoudi k zaniku. Helminti ve vétsiné pripadt osidluji
velky pocet hostitelti, z nichz kazdy je nositelem pouze nékolika parazitickych jedinct.
Siln¢ infikovanych jedinci je obvykle méné (Gaba et al. 2005). Tato pozoruhodna
rovnovaha mezi vétSinou hostitell a parazitt je disledkem dlouhodobé koevoluce dvou
organismi, zejména imunitni obrany hostitele a unikdni parazita imunitnimu systému
(Moreau a Chauvin, 2010). Negativni pusobeni na hostitele zahrnuje mechanické
poskozeni, ovlivnéni hostitele exkre¢né-sekre¢nimi produkty helmintti, poruchu piijmu

zivin a ovlivnéni rastu. PoSkozeni hostitele ¢asto souvisi s imunitnimi reakcemi.

2.3.1 Interakce na drovni imunity

Imunitni odpovéd’ hostitele na infekci helminty ptedstavuje zplsob obrany
hostitele. Casto ale odpovida za patologické zmény, které jsou u mnoha infekci primérni
pii¢inou nemoci. Naptiklad imunitni odpovéd” vyvolana antigenem (Ag) Schistosoma
mansoni je pti¢inou vzniku granulomu v jatrech, v patologii infekci filarialnimi parazity
(napt. Onchocerca volvulus) hraje kromé motility paraziti vyraznou roli téz imunitni
odpovéd’ (MacDonald et al. 2002).

Helminti nemohou byt pozfeni makrofagy ani jinymi fagocyty, takze se pro boj
Snimi vyvinuly jiné mechanismy, napf. mobilizace a aktivace T a B lymfocytu,
eozinofilt, zirnych a NK bungk (pfirozeni zabijeci, ,nature killer bunky). Pokud
infekce probiha na sliznicnim povrchu, zapojuji se poharkové bunky produkujici hlen.
Po prezentaci Ag se rozviji odpovéd” T lymfocytd charakterizovana vyvojem Th2 bunék
(pomocné T buiiky typ 2), které produkuji interleukiny (IL) 4, 5, 13 a stimuluji tvorbu
imunoglobulint (Ig), zejména IgE, déale IgG a IgA. Tyto protilatky aktivuji eozinofily,
zirné buiky a dal$i buiiky, dochazi k uvolnéni latek (napt. histaminu), které naruSuji
povrch parazita a/nebo vytvaii pro parazita méné ptiznivé prostiedi (Johnston et al.
2008; McKay 2009). V dusledku indukce imunitni odpovédi typu Th2 néktefi helminti
snizuji imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou Thl bunikami (pomocné T buiky typ 1).
Napiiklad F. hepatica inhibuje u mysi odpovéd Thl bunék vyvolanou bakterii
Bordetella pertusis.

Helminti si zaroven vyvijeji rizné mechanismy, jak imunitni odpovédi hostitele
uniknout. Nékdy jsou helminti oznaCovani jako mistii imunomodulace (Moreau a

Chauvin, 2010). Jsou schopni zaclenit hostitelské molekuly do svého povrchu, takze
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parazit je imunitnim systémem rozpoznan jako ¢ast hostitele, miize dochéazet k rychlé
obméné povrchovych antigenii, k inhibici prezentace parazitarniho Ag, blokovani
komplementové kaskady ¢i vyuzivani nékterych slozek imunity ve prospéch helminta
(Volf a Hordk, 2007). Tyto vlastnosti jim umoznuji piezit v hostiteli a mohou vést
K interakcim se zanétlivymi a imunitnimi mechanismy u jinych infekci, alergickych ¢i
autoimunitnich chorob. Imunomodula¢ni u¢inky hraji dale roli pti vakcinaci (Moreau a

Chauvin, 2010).

2.3.2 Negativni diisledky imunomodulace

Infekce helminty mtze zvysSovat citlivost hostiteltl k dal$im infekcim, proti nimz
se uplatituje obrana vyvoland Thl buiikkami. Pfikladem mohou byt mysi infikované
druhem S. mansoni se zvySenou citlivosti va¢i Toxoplasma gondii ¢i sniZzeni ochranné
imunity proti rodu Plasmodium. Vliv helminti na dalsi infekci ale neni jednoznaény,
zavisi na mnoha faktorech (ochranné a patologické imunitni mechanismy, druh
helminta, hostitele a koinfikujiciho patogenu).

N¢kolik studii ukéazalo, ze helminti mohou prostfednictvim modulace imunitniho
systému hostitele ovlivnit G¢innost vakcin, zvlasté v pfipadech vyzadujicich odpovéd
Th1 imunity. Infekce druhem Schistosoma spp. a O. volvulus snizuje G¢innost vakcin
proti tuberkuloze ¢i tetanu, Ascaris suum ovliviiuje efektivitu vakcin proti Mycoplasma
hyopneumoniae. Vliv helmintéz na t¢innost o¢kovani musi byt bran v potaz pii jejich

pouzivani a vyvoji novych vakcin (Moreau a Chauvin, 2010).

2.3.3 Prinosy imunomodulace

Ackoli manipulace paraziti s imunitnim systémem hostitele miize vést k jejich
zvySené citlivosti vici dalSim infekcim, neni cilem parazitl hostitele zabit. Ovlivnéni
imunity ma v nékterych ptipadech ptinos pro zdravi hostiteld v dusledku potlaceni
imunopatologickych reakeci.

Primérni infekce helminty vyvolava imunitni odpovéd’. I kdyz neni schopna
zlikvidovat infekci, zabranuje pfitomnosti dalSich parazitd, a tim superinfekci (infekce,
ktera se rozviji v pribehu jiné, jiz probihajici nakazy). Helmintozy zvysuji rezistenci
viucéi dalSim infekcim, proti nimZ se uplatiiuje imunita zprostiedkovand Th2, napft.
eliminace Trichuris muris u mysi se schistosomo6zou. Kromé citlivosti hostitele viici

koinfekcim mohou helminti téZ sniZovat jejich zavaznost. Reinfekce (opétovna infekce
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touz nemoci) a jejich imunologicky podklad byly zkoumany u schistosomoz, u nichz
s rezistenci hostitelt vii¢i infekei korelovaly hladiny IgE. Rovnéz byl prokazan
pozitivni vliv Th2 imunity na schopnost vylou¢eni intestinalnich nematod z t¢la.

Dalsi dulezitou oblasti je vyzkum vlivu helmintdéz na autoimunitni a alergické
reakce. Lidé v zapadnim svéte, kde je nizky vyskyt helmintdz, Casto trpi alergiemi ¢i
autoimunitnimi chorobami. V rozvojovych zemich je situace opac¢nd. Epidemiologicka
| experimentalni data dokazuji, Ze chronické helmintdzy chrani proti alergiim. Tyto
vysledky jsou pomérné paradoxni, protoze alergie souvisi s degranulaci zirnych bunék
vlivem IgE, jehoz produkce je stimulovana pravé helminty. Existuje nékolik moznych
vysvétleni, napt. produkce IgG branici kontaktu Ag s IgE ¢i tvorba protizanétlivych
cytokinti, které inhibuji alergické reakce.

Stejnym zplsobem helminti u svych hostiteld snizuji vyskyt autoimunitnich
onemocnéni ¢i jejich projevy. Infekce S. mansoni u mysi brani rozvoji diabetu typu 1 ¢i
experimentalni autoimunitni encefalomyelitidé (MacDonald et al. 2002; Moreau a
Chauvin, 2010).

Imunomodulaéni vlastnosti helmintt a jejich produkti ptedstavuji slibnou oblast
vyvoje novych protizanétlivych 1é¢iv. Souhrn protizanétlivych latek izolovanych
Z helmint piinasi ptrehledovy c¢lanek od Johnstona a spolupracovnikti (2009). Pro
Klinické zkouSeni nemohou byt pouziti vysoce patogenni helminti, ale pouze jejich
imunomodula¢ni produkty, oslabeni ¢i slabé patogenni helminti. Ze studii na zvifatech
vyplyva, Ze pouziti zivych helmintl je G€innéjSi neZ podani parazitarnich antigeni.
Ackoli imunoterapie s pomoci helmintl v sobé skryva velky potencidl, je tfeba mit na
paméti, ze vliv na alergické, autoimunitni choroby a koinfekce neni vzdy jednoznacny

(McKay 2009; Osada a Kanazawa, 2010).

2.4 Lécba helmintoz

2.4.1 Anthelmintika

Anthelmintika ptedstavuji Siroké spektrum 1é¢iv proti infekcim vyvolanym
helminty. Jsou rozdé€leny do tfid na zdklad¢ podobné chemické struktury a mechanismu
ucinku. Jednotlivé skupiny anthelmintik, hlavni 1éCiva pouzivand ve veterinarni

medicing a cilové skupiny parazitl, na néz 1é¢iva ptisobi, jsou uvedeny v Tab. 2.
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Tab. 2: Piehled veterinarnich anthelmintik (upraveno dle McKellar a Jackson, 2004)

Skupina anthelmintik

Zastupci

Spektrum piisobeni

Benzimidazoly

Thiabendazol, albendazol,
mebendazol, flubendazol,
triklabendazol, kambendazol,

fenbendazol, oxfendazol

GI a plicni nematoda,
tasemnice, jaterni motolice

(albendazol, triklabendazol)

Probenzimidazoly

Febantel, netobimin, thiofanat

GI a plicni nematoda,
tasemnice, jaterni

motolice (jen netobimin)

Avermektiny

Ivermektin, abamektin,
doramektin, selamektin,

eprinomektin

GI a plicni nematoda,
migrujici méchovci koni,

dirofilarie pst

Milbemyciny

Moxidektin

Podobné avermektinum

Imidazothiazoly

Levamizol, tetramizol

GI nematoda (pfezvykavci),

plicni nematoda

Tetrahydropyrimidiny

Pyrantel

Morantel

Tasemnice u koni
Gl nematoda (pfezvykavci,

koné, psi, kocky)

Pyrazinoisochinoliny

Prazikvantel, epsiprantel

Tasemnice (v¢. echinokok),

motolice (schistosomy)

Heterocyklicka 1éciva

Piperazin

Diethylkarbamazin

GI nematoda (psi, kocky)
Plicni nematoda (dobytek)

Niklosamid, klosantel,

Jaterni motolice

Salicylanilidy ] (ptezvykavci), Haemonchus
rafoxanid
contortus (klosantel)
Haloxon, trichlorfon,
Organofosfaty ) Gl nematoda
Dichlorvos, naftalofos
AAD

Monepantel

Gl nematoda (ptezvykavci)

Pozn. GI, gastrointestinalni; AAD, amino-acetonitrilové derivadty

18




2.4.1.1 Benzimidazoly

Prvni zéastupce této skupiny — thiabendazol - byl ptedstaven v roce 1961 a od té
doby se do klinické praxe dostala fada dalSich zastupcti. Jedna se o Siroce pouzivanou
skupinu 1é¢iv ve veterinarni i humanni medicing, jejimiz hlavnimi vyhodami je Siroké
spektrum uc¢inku, plisobeni i proti nezralym stadiim helmintl a bezpecnost pro hostitele.
Mechanismus ucinku vyplyva z interakce s B-tubulinem, zakladni stavebni jednotkou
mikrotubul. Mikrotubuly jsou intracelularni struktury s rozmanitymi funkcemi. Tvoii
zéklad cytoskeletu bunky, zajist'uji pohyb chromosomu pii bunééném déleni a transport
intracelularnich ¢astic v souvislosti s energetickym metabolismem a exocytdzou.
Napfiklad mebendazol a flubendazol zodpovidaji za =ztrdtu mikrotubulil
V tegumentovych a stievnich bunkach cestod a nematod, coz je spojeno s poruchami
transportu sekrecnich télisek, snizenym pifijmem glukézy a zvySenou utilizaci
glykogenu. Zvlastni skupiny tvoii probenzimidazoly, proléCiva, ktera vykazuji G¢inek
az po metabolické aktivaci Vv hostiteli. Oproti benzimidazolim maji lepsi rozpustnost
(Holden-Dye a Walker, 2007; Martin 1997; Riviere a Papich, 2009).

2.4.1.2 Makrocyklické laktony a milbemyciny

Makrocyklické laktony (avermektiny) jsou fermentacnim produktem
Streptomyces avermitilis. Ivermektin, prvni 1é¢ivo této skupiny uvedené na trh, je
polosynteticky derivat avermektinti. LéCiva plsobi svalovou paralyzu helmintt
pusobenim na chloridové kanaly ftizené glutamatem a zvySenim permeability
chloridovych iontl. Tyto iontové kandly se nachazeji u nematod, avSak ne u hostiteld,

coz zajist'uje selektivitu G¢inku (Husain a Scheibel, 2004).

2.4.1.3 Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Tyto dvé skupiny anthelmintik funguji jako agonisté nikotinovych receptort.
Prodlouzenou aktivaci nikotinovych receptort pro acetylcholin (NAChR) vyvolavaji
spastickou kontrakci a naslednou paralyzu svali nematod. Farmakologicka analyza
prokézala u helminti pfitomnost n¢kolika subtypli nAChR, které se s pomoci téchto
anthelmintik podafilo charakterizovat. Prvnim pouzivanym 1écivem ze skupiny
imidazothiazol byl tetramizol, racemicka smés dvou izomerd, z nichz aktivnéjsi nese
jméno levamizol. Umoznil snizit davku na polovinu a v soucasné dobé je pouzivan ve
veterinarni praxi. Strukturu tetrahydropyrimidinu maji pyrantel a morantel (Holden-Dye
a Walker, 2007; Riviere a Papich, 2009).
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2.4.1.4 Pyrazinoisochinolinové derivdty

Nejvyznamnéjs$im 1é¢ivem této skupiny je prazikvantel, pouzivany v huménni i
veterinarni praxi od roku 1980 proti plochym cervim (tasemnicim a motolicim).
Mechanismus ucinku neni Gplné€ objasnén. Zpusobuje paralytické svalové kontrakce a
poskozeni tegumentu paraziti. Nasleduje jejich smrt a vypuzeni z téla. U¢inek je davan
do souvislosti s plisobenim na parazitarni glutathion-S-transferasu a intracelularni
hladiny vapniku se sekunddrnim vlivem na metabolismus (snizeny piijem glukozy,

obsah ATP, redukce ukladani glykogenu a uvoliiovani laktatu) (Dayan 2003).

2.4.1.5 Heterocyklické slouceniny

Zastupcem je piperazin, ktery je pouzivan jako anthelmintikum od 50. let 20.
stoleti a stale tvofi aktivni slozku volné prodejnych 1é¢iv na parazitézy u déti. Jeho
nizka cena a bezpecnost piedurcila jeho rozsahlé vyuziti ve veterinarni oblasti (Holden-

Dye a Walker, 2007; Riviere a Papich, 2009).

2.4.1.6 Salicylanilidy

Salicylanilidové 1é¢ivo niklosamid bylo po mnoho let Siroce pouzivané k 1é¢b¢
cestodoz. Interferuje s absorbci glukézy a oxidativni fosforylaci. K rozpojeni oxidativni
fosforylace miize dochazet i u savct, avSak za pouziti vysSich davek, nez je béZzné pro
1é¢bu parazitdéz. Lécivo pisobi na hlavicku a proximdalni segmenty tasemnice, ¢imz
dojde k uvolnéni tasemnice od stény stieva a k jejimu peristaltickému vylouceni ven
z téla (Husain a Scheibel, 2004). Efektivni 1éCiva proti motolicim ptredstavuji klosantel a

rafoxanid (Riviere a Papich, 2009).

2.4.1.7 Organofosfaty

Organofosfatové slouceniny, piivodné¢ vyvinuté jako insekticidy, nasly pozdéji
uplatnéni jako anthelmintika ve veterinarni mediciné. Hlavnim G¢inkem na nematoda je
inhibice acetylcholinesterasy (AChE), vedouci k poruse nervosvalového pfenosu a
nasledné paralyze. AChE hostitele i riznych druhii paraziti se 1i8i afinitou a citlivosti

k organofosfatim (Riviere a Papich, 2009).

2.4.1.8 Amino-acetonitrilové derivdty (AAD)

Tato nova tfida anthelmintik vykazuje u€innost proti nematodim ovci a skotu,
zahrnujicim populace rezistentni vic¢i klasickym Sirokospektrym anthelmintikiim
(benzimidazoliim, makrocyklickym laktonliim a imidazothiazolim) (Kaminsky et al.

2008a). AAD maji unikatni mechanismus ucinku, ptsobi jako agonisté na nikotinovém
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acetylcholinovém receptoru pfitomném pouze u nematod, ¢imz vyvolavaji jejich
paralyzu. Prvni molekulou z této skupiny je monepantel. Plsobi proti
gastrointestinalnim nematodim u ovci pii davee 2,5 mg/kg a skotu pii davce 5 mg/kg

(Kaminsky et al. 2008b).

2.4.2 Nefarmakologické zptisoby lécby

Anthelmintika predstavuji zédklad pro Ié¢bu helmint6z u hospodarskych zvirat a
v soucasnosti neexistuje ucinna alternativa k chemoterapii helmintdz. Situaci vSak
komplikuje rozvoj rezistence na dostupna lé¢iva, coz ohrozuje zdravi zvifat a
zem&délskou produkci (Wolstenholme et al. 2004). Ve snaze omezit a zefektivnit
pouzivani anthelmintik ziskdvaji v poslednich letech vét$i pozornost alternativni
ptistupy ke kontrole parazitdéz. Tyto metody lze rozdé€lit do 5 kategorii: fizeni pastvy,
biologicka kontrola, suplementace zivin, vakcinace a pfistup zalozeny na genetice.
Kazda strategie ma své vyhody a nevyhody. Ackoli mohou snizit zavaznost infekci,
samy o sob¢é kefektivni kontrole parazitéz nestaci. Pro udrZeni jakéhokoli
nefarmakologického pfistupu bude stdle nutné uvazlivé a méné Casté pouzivani l1éciv

(Stear et al. 2006; Waller 1997).

2.4.2.1 Rizeni pastvy

Cilem je maximalni vyuziti pastvin, které jsou k dispozici, a redukce poctu
infekénich larev v dosahu hospodaiskych zvitat. Jednou z moznosti, jak na pastvé snizit
mnozstvi infekénich stadii, je omezit pocet zvifat pasoucich se v dané oblasti. Mén¢
zvitat vylucujicich vajicka vede k mensi kontaminaci pastvy. Dal$i moZnosti je stfidavé
vyuzivani pastvin, napi. stfidat péstovani plodin a chov dobytka, ¢i obménovat druhy
hospodarskych zvifat, ¢imz se zabrani narlistu poctu larev. Stfidani druhl je ale
nevhodné pro blizce piibuzné jedince, napt. ovce a kozy, protoze vétSina helmintt,
ktera mize nakazit jeden druh, je hrozbou i pro ten druhy. Jinym postupem je presunuti
citlivych jedincii na méné€ kontaminovanou pastvu ¢i tzv. rotacni pastva, kdy je pastva
rozdélena na useky, které jsou spasany postupné. Od rotace zvifat na jednotlivych
usecich si majitelé stad slibuji, ze v nepfitomnosti pasoucich se zvitat nenajdou infekéni
larvy hostitele a uhynou. Vzhledem k dlouhé Zivotnosti a odolnosti larev vSak nebyva
tato metoda piilis ucinna (Stear et al. 2006). Zminéné postupy obecné snizuji nutnost
anthelmintické terapie, ¢i ji dokonce uplné eliminuji, coz je v pfimém kontrastu

s béznou rutinou, kdy se pasouci zvitata prelécuji kazdych nekolik tydnh. Snaha zlepsit
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praktiky na pastvé ale Casto selhava, protoze vyzaduje ve srovnani s neustalou aplikaci

1é¢iv vEétsi pozornost farmart (Waller 1997).

2.4.2.2 Biologicka kontrola

Biologicka kontrola vyuziva organismy, které riznymi mechanismy poskozuji
parazity. Naptiklad houba Duddingtonia flagrans snizuje intenzitu a zavaznost
nematoddz. Pro optimalni Gi¢inek je nutné denni podavani houbovych spor, coz je hlavni
stinna stranka vyuzivani predatorské houby (Stear et al. 2006).

Kontrola ¢ervii mtize byt podpotfena uzitim rostlin ¢i rostlinnych vytazkl
s anthelmintickymi vlastnostmi. Pfikladem rostlin s takovymi Uc¢inky jsou lusténiny
nebo rostliny s obsahem tanint (napt. stirovnik, ¢ekanka, akacie, vicenec) (Hoste et al.
2006). Mozné mechanismy zahrnuji: zvySené dodani proteint ¢i stopovych prvka
obsazenych v téchto rostlindch, coz miize podpofit imunitu hostitele a tkanovou
regeneraci; omezeni vyvoje a preziti larvalnich stadii ¢i pfimy toxicky ucinek na
helminty. Ackoli rostliny mohou za urCitych okolnosti omezit parazitozy, vSechny
dostupné diikazy svédci o tom, ze efekt je pfili§ specificky z hlediska druhti helmintt a
Vv piirod¢ hodné nestaly.

U motolic, které ke svému vyvoji potfebuji hlemyzdé, se uplatiiuje nepiima
biologicka kontrola mezihostitelii. V jihovychodni Asii kachny pozienim hlemyzdt

snizuji infekce prezvykavci druhem Fasciola gigantica (Waller 1997).

2.4.2.3 Suplementace Zivin

Klinické ptiznaky nemoci mohou byt zmirnény dodanim proteinii pied ci
v prubéhu infekce parazity Teladorsagia circumcincta, Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis a Nematodirus battus. Odolnost va¢i T. colubriformis
muze byt zvySena i podanim mocoviny, kterd je v bachoru pfezvykavcii preménovana
bakteriemi na aminokyseliny a proteiny. Mocovina tedy mize byt vyuzita jako levny
zdroj nebilkovinného dusiku namisto drahych proteinti. Proteiny podporuji imunitni
odpovéd’ a pomadhaji regenerovat poskozeni mukoézy u gastrointestindlnich paraziti.
Kromé& mocoviny a proteinli ma také vyznam dodavani stopovych prvki, Zeleza, zinku
medi a molybdenu. Suplementace zivin se jevi jako Uspé$nd, vétSimu rozsifeni ale brani

predevsim financ¢ni stranka (Stear et al. 2006).
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2.4.2.4 Vakciny

Utelem vakein je zvySeni imunity hostitele proti helmintiim, &imZ se hostitel
stava vuci parazitim rezistentni. Vyvoj vakcin se opira o 3 strategie: oslabené vakciny,
vakciny zalozené na pfirozené imunit€¢ a vakciny vyuzivajici tzv. skryty antigen.
Komeréné jsou dostupné vakciny z ozafenych larev proti plicnim ¢ervim ovcei a skotu.
Potencidlnim kandidatem jsou také parazitarni molekuly, které jsou rozpoznavany
hostitelem. Zejména ty, které jsou preferencné rozpoznavany spi§ rezistentnim nez
citlivym hostitelem. Ackoli nékteré piipravky vyvolaly u hostiteli vysokou uroven
rezistence vuci nakaze, doposud nebyla objevena zadna konkrétni molekula, ktera by
byla za tento jev zodpoveédna. Zda se tedy, ze pro ziskani rezistence hostitel je nutné
rozpoznani velkého mnozstvi parazitarnich molekul. Tteti zminénou moznosti je
hledani skrytého antigenu. To jsou molekuly exprimované parazitem a schopné
vyvolavat imunitni odpovéd’. Normaln€ ji ale nevyvolavaji, protoZze nejsou vystaveny
hostitelskym bunkdm. Jednd se predev§im o latky z traviciho traktu parazita. Dva
preparaty zaloZzené na skrytém antigenu se ukazaly jako uUcCinné. AvSak izolace
dostate¢ného mnozstvi latek z traviciho Ustroji parazitii je neprakticka. Moznosti, jak
ptekonat tento problém, je vyuziti rekombinantnich molekul. Tato strategie vSak

vyZzaduje dalsi vyzkum (Stear et al. 2006).

2.4.2.5 VyuZiti genetické variability

V zasad¢ existuji tii zptisoby, jak vyuzit genetickou variabilitu: vybér plemene,
kiizeni a selekce v ramci plemene. Srovnani rGznych plemen ukazalo, Ze ncktera
plemena ovci jsou vice rezistentni vici druhu Haemonchus contortus ¢i Teladorsagia
circumcincta. Vybér plemene je nejjednodussi cestou, jak zajistit vétSi rezistenci
Kk parazitim. Dal$i moznosti je kiizeni plemen. KfiZzeni plemen ale neni vyhodné tehdy,
pokud ma urcité plemeno vétsi produktivitu nez ostatni plemena. V tomto piipadé se da

vyuzit genetické variability v rdmci plemene. Kromé snahy zvysit rezistenci l1ze selekci

ovlivitovat i produkci masa, mléka a viny (Stear et al. 2006).

2.5 Rezistence vici anthelmintikum

Jak jiz bylo zminéno, rezistence helmintl k anthelmintiklim pfedstavuje zdvazny
problém, ktery ohrozuje produktivitu hospodaiskych zvitat a snizuje Gspésnost 1écby u

v

lidi. Za vznik rezistence odpovida tfada faktorli, znichZ nejvyznamnégjsi je vyuziti
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dlouhodobé¢ puisobicich 1€kt nékolikrat do roka, casté stiidani 1é¢iv, osetfeni v kratkych
intervalech, poddavkovani lé¢iva. Tato schémata 1é¢by sice potlacuji celkovou populaci
parazitl, ale tim, ze snizuji pieziti pouze u citlivych jedinct, dochéazi k naristu
rezistentni populace a vzniku rezistentnich kment (Molento 2011).

Rezistence nematod byla popsana jiz u vSech ttid Sirokospektrych anthelmintik:
benzimidazolli, makrocyklickych laktont, levamizolu a dalsich nikotinovych agonisti.
Objevuje se ale i rezistence nematod k tzkospektrym Ié¢ivim (klosantel). Velmi
zavazna je situace u malych piezvykavcid, hlaseni rezistence u skotu zatim neni tak
bézné. I kdyz v poslednich letech vzrista vyskyt rezistence i u hovéziho dobytka a koni,
napt. na Novém Z¢éland¢ a v Jizni Americe. Ackoli rezistence motolic zatim nedosahla
takovych rozméru jako u nematod, jedinci odolni viéi salicylanilidim, rafoxanidu a
Klosantelu nejsou ni¢im vyjimeénym. VEtSi znepokojeni piinasi rozSifeni rezistence
proti triklabendazolu, plsobicimu i proti migrujicim larvalnim stadiim motolic.
Rezistence na triklabendazol byla popsdna poprvé v roce 1995 v Australii, o néco
pozd¢ji nasledovaly Nizozemi, UK a Irsko. Spolu s rozsitenim motolic rodu Fasciola
v disledku klimatickych zmén (mirn&j$i a teplejsi podnebi) vede rezistence
k vyraznému nardstu pocétu zvifat infikovanych fasciolézou (Kaplan 2004;

Wolstenholme et al. 2004).

2.5.1 Mechanismus vzniku rezistence

Na vzniku rezistence se podili rizné mechanismy, viz Tab. 3 (Wolstenholme et
al. 2004; Brennan et al. 2007):

zména molekuldrniho cile, takZe 1é¢ivo jiz neni schopné rozpoznat cilovou

strukturu a je neefektivni

amplifikace gent pro cilovou strukturu, ¢imz je ptekonan ucinek 1é¢iva

zména v metabolismu 1éCiva, kterda ma za nésledek jeho inaktivaci ¢i naopak

zabranuje aktivaci v ptipad¢ proléciv

zména transportu lé¢iva, kterd brani pfistupu lé¢iva na misto uc¢inku

VétSina snah objasnit mechanismy rezistence se soustfedila na zmény cilové
struktury pro léCivo, identifikované zménami v genomové sekvenci. Se vznikem
rezistence je spojovana existence jednonukleotidového polymorfismu (SNP, ,single
nucleotide polymorphism*), respektive n¢kolik typti SNP. SNP jsou jedinecné genetické

rozdily mezi jedinci a jsou zakladem genetickych odlisnosti v populaci. Mohou vznikat
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také genovou mutaci v disledku 1é¢by. Zména jednoho nukleotidu miize vést k zaméné
aminokyseliny v cilovém proteinu, a tudiz k zménéné afinité 1é¢iva k cilové struktufe a
potencialné niz8$i ucinnosti 1é¢iva. Ackoli mnoho SNP souvisi s rezistenci, SNP
prispivajici k rezistenci u jednoho helminta nemusi zpisobit rezistenci jin¢ho druhu.
Identifikovat relevantni SNP je u helminti problematické, nebot K rezistentnimu
fenotypu pfispivaji mnohocetné genetické zmény na riznych mistech genomu, a
rezistence se tak mize vyskytovat i v nepiitomnosti SNP.

StéZejni role SNP pro vznik rezistence byla prokdzana u H. contortus a
benzimidazolovych anthelmintik. Nejbéznéj$i mutace se nachazi v kodonu 200 genu pro
B-tubulin izotyp 1, cilovou strukturu benzimidazold, kterd vede k zdméné fenylalaninu
za tyrosin (Phe200Tyr). Dalsi SNP, ktery muze pfispivat ke vzniku rezistence, je
mutace V kodonu 167 (Phel67Tyr). Pro vznik rezistence je ale stézejni mutace
v kodonu 200. Stejné polymorfismy se vyskytuji i u B-tubulinu izotypu 2. VySe zminéné
mutace mohou byt nalezeny u rezistentnich populaci Teladorsagia circumcincta a
Cooperia oncophora, avsak pro vznik rezistence je V téchto ptipadech dulezita ucast
dalsich mechanismd.

Rezistence viici makrocyklickym laktonim a milbemycinim neni doposud plné
objasnéna. Byla spojovana s mutacemi Vv extracelularni doméné chloridovych kanala
fizenych glutamatem u H. contortus a C. oncophora. Ale ukazuje se, ze jediny SNP pro
vznik rezistence nestaci a jsou nezbytné vicecetné mutace cilovych struktur, popft. se
uplatiiuji jiné mechanismy (mutace genu pro P-glykoprotein). Rezistence k levamisolu
pravdépodobné souvisi s nepfitomnosti jednoho podtypu nAChR. Snahy odhalit
polymorfismus, ktery by srezistenci vtomto piipadé¢ souvisel, vSak selhaly.
Mechanismy rezistence k hlavnim tfidam anthelmintik jsou shrnuty v Tab. 3.

Kromé& zmén cilové struktury jsou pro vyvoj rezistence duilezité detoxikaéni
procesy u helminta, zaloZzené na jeho biotransformacnich enzymech a transportnich
proteinech. Jejichz zména téZ vede k modifikované odpovédi parazitd na 1é¢iva (James
et al. 2009; Wolstenholme et al. 2004). O téchto mechanismech obrany paraziti vici
pusobeni anthelmintika, které mohou zapficinit vznik rezistence, je detailnéji pojednano

Vv nésledujici kapitole.
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Tab. 3: Mozné mechanismy rezistence K hlavnim skupindm anthelmintik (upraveno dle
Wolstenholme et al. 2004)

Skupina anthemintik Mechanismus rezistence
Mutace genu pro B-tubulin izotyp 1 a 2:
Benzimidazoly Phe200Tyr; Phel67Tyr

Zmeénény metabolismus a/nebo piijem léCiva

Mutace genu pro GluCl a GABACI

Makrocyklické lakt i
akrocyklicke laktony Zvysena exprese P-glykoproteinu

Imidazothiazoly

: Zmé AChR
(levamizol) menyva

Pozn. GluCl; chloridovy kandl rizeny glutamatem, GABACI; chloridovy kandl rizeny

kyselinou y-aminomaselnou, nAChR; nikotinové acetylcholinové receptory

2.6 Obranné mechanismy paraziti vii¢i anthelmintikim

Stejn¢ jako ostatni organismy, i paraziti se mohou prostiednictvim svych
biotransformac¢nich enzymu branit negativnim ucinktim cizorodych latek (xenobiotik),
vcetné 1éCiv. Kromé modifikace struktury 1é¢iva miize byt Skodlivé plisobeni 1é¢iv na
parazita snizeno diky jejich transportnim proteintim, které ovlivituji koncentraci lé¢iva
v misté Gcinku (Cvilink et al. 2009; James et al. 2009). Metabolizace 1é¢iv pomoci
enzymi a nasledny transport metaboliti reprezentuji tfi faze eliminace léciv a

ptedstavuji dulezity obranny mechanismus paraziti.

2.6.1 Biotransformace xenobiotik

JestliZze je xenobiotikum dostatecné polarni, je z organismu eliminovano beze
zmény, piipadné reaguje s endogennimi slouc¢eninami za vzniku konjugatu, ktery je
nasledné z organismu vyloucen. VétSinou vSak xenobiotika vykazuji vyssi lipofilitu.
V tomto ptipadé musi byt nejprve pomoci enzymu tzv. 1. faze pfeménény na produkt,
ktery muze byt eliminovan ptimo, nebo po reakci s endogennimi slouéeninami (tzv.
2. faze) za vzniku konjugatu, ktery je vyloucen. Transport metaboliti pies
cytoplazmatickou membranu pomoci riznych ptenasect je n¢kdy oznacovan jako 3.
faze detoxikace a eliminace 1éCiv.

V 1. fazi je xenobiotikum pfeménéno piisluSnymi enzymy na polarngjsi produkt

zavedenim nebo odkrytim substituentii, které jsou schopny reagovat s konjugac¢nimi
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V 2. fazi reaguje xenobiotikum ¢i produkt 1. faze s endogenni slouceninou.
Konjugace vyzaduje dodani energie, protoze endogenni latka slouzici jako konjugaéni
¢inidlo musi byt aktivovana vazbou s makroergnim kofaktorem. Hlavnimi
konjugaénimi reakcemi jsou sulfonace, metylace, acetylace, konjugace s kyselinou
UDP-glukuronovou, glutathionem, aminokyselinami ¢i gluk6zou (Skalova a Bousova,
2011).

2.6.2 Biotransformacni enzymy parazita

2.6.2.1 Oxidacni enzymy

Cytochromy a flavinové monooxygenasy

Ackoli oxida¢ni enzymy hraji dtlezitou roli u celé fady organismu, helminti byli
dlouhou dobu povazovani za jedince, u nichZ oxida¢ni enzymy nemaji velky vyznam
akteti postradaji cytochromy P450 (CYP). CYP piedstavuji Sirokou nadrodinu
Vv genetické analyze ale ptinesly diikazy o existenci gend pro CYP i u helmintti. Genom
Caenorhabditis elegans, modelové hlistice, obsahuje pies 80 CYP gent zafazenych do
CYP35 rodiny. Po expozici C. elegans znamym CYP induktoram (B-naftoflavon,
klofibrat, fluoranten, té¢Zké kovy) byla exprese nékterych gent této rodiny zvysena
(Barret 1998).

Kromé¢ hledani genti pro CYP jsou vyzkumné snahy soustfedény 1 na zjiStovani
enzymové aktivity CYP. U C. elegans enzymova aktivita prokazana nebyla. Nizka
monooxygenasova aktivita CYP byla zaznamenana u larev Heligmosomoides polygyrus
a Trichostrongylus colubriformis (Barret 1998). Typicka CYP monooxygenasova
aktivita, epoxidace aldrinu a deethylace ethoxykumarinu, byla nalezena v mikrosomech
izolovanych z L1 a L3 larev druhu H. contortus. Bylo zjisténo, ze tyto aktivity jsou
NADPH dependentni, inhibované oxidem uhelnatym a piperonylbutoxidem (CYP
inhibitory) a indukované fenobarbitalem (CYP2B induktor). Mikrosomy z dospélcti
ukazaly pouze nizkou aktivitu epoxidace aldrinu. Oxidativni metabolismus aldrinu a
ethoxykumarinu byl zkouman rovnéz u dospélci vex vivo experimentech, které
potvrdily nizkou turoveinn epoxidace aldrinu. Predpoklada se, Ze vzhledem k nizsi
koncentraci kysliku v travicim traktu je u dosp€lych paraziti oxidativni metabolismus

méné dilezity nez u volné Zijicich larev.
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Naproti tomu u dospélcti S. mansoni byla pozorovana vysoka aktivita CYP. Ze
substrati  CYP  byly oxidovdny aminopyrin, ethylmorfin, benzfetamin,
N-nitrosyldimethylamin a pentoxyresorufin.

Ackoli CYP funguji zejména jako monooxygenasy (pienos jednoho kyslikového
atomu z molekularniho kysliku na substrat), mohou vystupovat jako oxytransferasy ¢i
reduktasy. Oxytransferasova aktivita (pienos kysliku z jednoho substratu na druhy) byla
nalezena u larev i dospé€lcti H. contortus.

Oxidace xenobiotik miize byt u helminti rovnéz zprostiedkovana flavinovymi
monooxygenasami (FMO). Genom C. elegans obsahuje 5 gent kodujicich domnélé
homology sav¢ich FMO. Jeden znich byl klasifikovan jako FMO15, avSak role

odpovidajiciho proteinu zustava zatim nejasna (Cvilink et al. 2009).

Antioxidacni enzymy

Helminti, stejn¢ jako vSechny eukaryotni organismy, maji enzymy slouZici
k ochran¢ ptfed oxidacnim stresem. Antioxida¢ni enzymy (Obr. 4) jsou nezbytnym
nastrojem k obran¢ paraziti pred reaktivnimi kyslikovymi radikdly (ROS)
produkovanymi hostitelskymi makrofagy, neutrofily a eozinofily. Dal§im zdrojem ROS
ohrozujicim helminty mohou byt nékterd 1é¢iva. Kromé primarni ulohy odstranovéni
ROS se mohou antioxidatni enzymy ucastnit detoxikace xenobiotik, vcetné
anthelmintik. K nejdilezitéjsim antioxidaénim enzymum patii glutathionperoxidasa,
superoxiddismutasa a katalasa. Novéji objevenou skupinou antioxida¢nich enzymi jsou
peroxiredoxiny a pro parazity unikatni thioredoxin-glutathionreduktasa (Bonilla et al.
2008; Henkle-Diihrsen a Kampkotter, 2001).

Or@— 5 ®

Fentonova

mono {0 (cat| [crx|

Obr. 4: Antioxida¢ni enzymy ucCastnici se ochrany proti reaktivnim kyslikovym radikalim
(SOD, superoxiddismutasa; CAT, katalasa; PRX, peroxiredoxiny; GPx, glutathionperoxidasa)
(Henkle-Diihrsen a Kampkotter, 2001).
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GLUTATHIONPEROXIDASY (GPX) =zahrnuji tfi typy, cytosolickou GPx

(C-GPx), fosfolipid-hydroperoxid GPx (PH-GPx) a plazmatickou (extracelularni) GPx
(P-GPx). VsSechny obsahuji selen a zprostiedkovavaji stejny typ reakci, 1isi se
predevsim strukturou, lokalizaci a substratovou specifitou. Katalyzuji redukci H,O»,
organickych a lipidickych hydroperoxidii s vyuzitim glutathionu jako redukéniho
¢inidla. C-GPx lokalizované v plazmé nemohou pulsobit pfimo na hydroperoxidy
mastnych kyselin, které jsou esterifikovany ve fosfolipidech. Nejdiive vyzaduji aktivitu
fosfolipazy A2, ktera uvolni hydroperoxidy mastnych kyselin. Naopak PH-GPx dokaze
s fosfolipidy integrovanymi v membranach reagovat piimo, ale H;O, odbourava
vV mensim rozsahu. Tteti typ, P-GPX, je Syntetizovana v jatrech a nachdzi se v plazmé.
Substratem jsou fosfolipidové hydroperoxidy, H;O, a alkylové hydroperoxidy.
Vzhledem k tomu, ze koncentrace redukovaného glutathionu je v plazmé nizka, jako
alternativni donor elektronti mtze slouzit thioredoxinovy ¢i glutaredoxinovy systém.

C-GPx a P-GPx jsou tetramery slozen¢ ze Ctyt identickych podjednotek, z nichz
kazd4d obsahuje atom selenu kovalentné¢ véazany k cysteinovému zbytku v aktivnim
misté. Odlisnou strukturu ma PH-GPx, coz je monomer s jednim atomem selenu na cely
enzym. Kromé GPx se selenem existuji také enzymy nezavislé na selenu, které jsou
nejvice pribuzné P-GPx. Misto selenocysteinu maji v aktivnim misté cysteinovy zbytek.
Tato skupina enzyml muze pfedstavovat zaloZzni systém GPx se selenem, ktery miize
chranit organismy pied oxida¢nim stresem 1 pii nizkych koncentracich selenu.

GPx homologni k savéim proteinim byly nalezeny a charakterizovany u filarii
Brugia pahangi, Dirofilaria immitis a Wuchereria bancrofti a u motolic Schistosoma
mansoni a Clonorchis sinensis. U motolice Paragonimus westermani byly nalezeny a
charakterizovany dva geny pro GPx (Henkle-Diihrsen a Kampkoétter, 2001; Kim et al.
2009).

SUPEROXIDDISMUTASY (SOD) jsou rodinou metaloenzymd, které katalyzuji

dismutaci superoxidovych radikald na H;O, a kyslik (Obr. 4). V eukaryotnich
organismech se nachdzi ¢tyii typy SOD podle kovu pfitomného v katalytickém miste:
CuZn SOD (s médi a zinkem), Mn SOD (s manganem), Fe SOD (s zelezem) a Ni SOD
(s niklem). U helmint se vyskytuje mitochondrialni Mn SOD (M-SOD) a 2 enzymy
CuzZn SOD - celularni (C-SOD) a extracelularni (EC-SOD) (Vaca-Paniagua et al.
2008). Lisi se strukturou a lokalizaci. C-SOD je distribuovana v cytosolu a jadre, avsak
chybi v mitochondriich a sekre¢nich kompartmentech. EC-SOD je predevs§im v plazmé,

lymf¢ a mozkomiSnim moku.
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C-SOD je dimer dvou identickych jednotek, s jednim atomem médi a zinku na
kazdé jednotce, zatimco EC-SOD je tetramerni glykoprotein. EC-SOD obsahuje
hydrofobni signalni sekvenci pro transport do extracelularniho prostoru a hydrofilni C-
koncovou doménu zodpovédnou za vazbu enzymu k proteoglykantim na bunécném
povrchu. Celularni 1 extracelularni enzym maji konzervativni struktury nutné pro
enzymovou aktivitu a vazbu kovl. U obou téchto forem SOD podléha oxidacné-
redukénim zménam pii dismutaci O,” pouze atom médi. Atomy zinku se redoxniho
cyklu neztcastnuji, ale udrzuji konfiguraci aktivniho mista a usnadnuji oxidaci. M-SOD
je tetramerni protein, posttransla¢né transportovany z cytosolu do mitochondrii.

Aktivita SOD byla detekovana ve vSech testovanych nematodech. Rozséahlejsi
molekularni charakterizace byla provedena u O. volvulus, B. malayi, H. contortus, D.
immitis. Studie potvrdily, ze SOD v parazitickych nematodech jsou analogy ptislusnych
SOD v ostatnich eukaryotech. Nachazi se v riznych parazitickych tkanich, napf.
hypodermis, stfevé, déloze, afibrilarni ¢asti svaloviny. Predpoklada se, ze C-SOD a
M-SOD hraji nezbytnou antioxidacni roli, kterd je nutnd pro pfeziti, ale neucastni se
interakci hostitel-parazit. Naproti tomu EC-SOD je obzvlast dulezita v obrané proti
ROS pochazejicim z hostitele (Henkle-Diihrsen a Kampkétter, 2001). U trematod byly
rovnéz nalezeny C-SOD a EC-SOD a detailné charakterizovany u S. mansoni a F.
hepatica. Lidska a schistosomalni C-SOD se li$i ve dvou aminokyselinach. U cestod
byla CuzZn SOD popsana u Taenia taeniaeformis a T. solium, v nichz se ale dle
provedenych studii strukturné odlisuje. Mn SOD byla u trematod nalezena v jednom
ptipadé, u cestod zatim viibec. Aktivita SOD miize byt ovliviiovdna anthelmitiky, jejich
efekt zavisi na druhu parazita a pouzitém 1é¢ivu (Vaca-Paniagua et al. 2008).

KATALASY (CAT) rozkladaji H,O, na molekularni kyslik a vodu bez produkce

volnych radikalti. Nachazeji se v peroxisomech a v cytosolu. CAT je pomérné
unikatnim enzymem v rdmci rodiny peroxidas, protoZze kromé katalasové aktivity
vykazuje i peroxidasovou aktivitu. Typickymi substraty peroxidasové aktivity jsou
ethanol, methanol, fenol a dalsi (Wu et al. 2003).

CAT
2H,0, — 2H,0+ 0O, (katalasova aktivita)
CAT
H,O, + SH, — 2 H,0 +S  (peroxidasova aktivita)

Trojrozmérna struktura CAT byla dobfe charakterizovdna. Jedna se o tetramer,
jehoz kazda podjednotka obsahuje hematin. Nékteré katalasy jsou schopné vazat
NADPH.
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Ackoli katalasova aktivita byla popsdna u velkého poctu nematod,
identifikovano bylo pouze né€kolik malo nukleotidovych sekvenci kddujicich tento
enzym. Typicka aminokyselinova sekvence byla objevena u nékolika druhi nematod,
napi. H. contortus, Ascaris suum a B. malayi, v nichz byla zaroven nalezena vysoka
enzymova aktivita (Chiumiento a Brushi, 2009).

PEROXIREDOXINY (Prx) jsou pomérné nedavno objevenou skupinou

antioxidaCnich enzymu, které se nachazeji u fady organismii zahrnujicich bakterie,
prvoky, rostliny, savce i helminty. Hraji roli nejen pii udrzovani redoxni rovnovahy, ale
I v signalizaci, regulaci transkripce a apoptdzy, dale ovliviuji fosforylaci proteint. Tyto
enzymy z rodiny peroxidas katalyzuji redukci 1) H2O, na vodu, 2) hydroperoxidi
(ROOH) na odpovidajici alkoholy a vodu a 3) peroxynitritu na nitrit a vodu. Jako donor
elektronti vyuzivaji thioredoxin (Trx). Prx pro svou katalytickou aktivitu nepotiebuji
prostetické skupiny, kovy ¢i koenzymy. Strukturni klasifikace je zalozena na tom, zda
pro katalyzu vyuzivaji jeden (1-Cys Prx) ¢i dva (2-Cys Prx) cysteiny. Skupina
2-Cys Prx jesté muze byt rozdélena na typické a atypické 2-Cys Prx (Sayed a Williams,
2004; Vaca-Paniagua et al. 2008).

Vzhledem k pomérné nizké aktivit¢ GPx a CAT u helmitl se piedpoklada, Ze
Prx hraji velice dilezitou roli v jejich obrané vuc¢i oxida¢nimu stresu vyvolanému
hostitelskym imunitnim systémem a Ze jsou u helminti hojné rozsitené. Prx byly
charakterizovany u fady parazitii, napt. u E. granulosus a E. multilocularis, O. volvulus,
B. malayi, D. immittis. U rodu Taenia jsou exprimovany 2-Cys Prx. Enzymy u S.
mansoni a F. hepatica vykazuji podobnou strukturu jako jejich sav¢i homology. Prx se
u paraziti vyskytuji v pribéhu celého Zivotniho cyklu s lokalizaci v riznych tkanich
(kutikula, hypodermis, dé¢loha, stfevo) (Henkle-Diihrsen a Kampkétter, 2001; Vaca-
Paniagua et al. 2008).

THIOREDOXIN-GLUTATHIONREDUKTASA (TGR) je selenoenzym, ktery je

specificky pro platyhelminty, tj. motolice a tasemnice. Ve vEétSin¢ ostatnich organismul
existuji dva nezavislé systémy, jeden zalozeny na glutathionu (GSH), druhy na
thioredoxinu (Txr). Oba systémy V Cele s dvéma enzymy — Txr reduktasou (TxrR) a
GSH reduktasou (GR) se ucastni ptenosu redukénich ekvivalentd z NADPH na cilové
struktury prostiednictvim dithiol-disulfidovych reakci. GR redukuje oxidovany
glutathion (GSSG), TxrR udrzuje v redukovaném stavu Txr, nutny pro funkci
peroxiredoxini (viz vySe). GSH a redukovany Txr pak slouzi jako donory elektront pro

dalSi substraty. U platyhelminti zajiStuje redukéni ekvivalenty pro oba zminéné
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systtmy misto GR aTxrR jediny enzym, a to TGR. Tento homodimerni enzym
obsahuje TxrR a glutaredoxinovou doménu.

Jelikoz TGR u hostiteli chybi, je slibnym cilem pro vyvoj novych 1é¢iv. TGR je
dilezitym enzymem pro udrZzeni redoxni homeostazy, obranu proti oxida¢nimu stresu a
dodavani elektronti pro syntézu deoxyribonukleotidii. TGR byla popsana u echinokok,
schistosom, motolice jaterni. Analyza genomi a transkriptomii vSak naznacuje
pfitomnost TGR u vSech parazitickych plochych cervi. (Otero L. et al. 2010).
Thioredoxinovy systém se muze podilet na vzniku rezistence u helminta. U H.
contortus rezistentniho na ivermektin byla zjiSténa zvysSena exprese Txr. Kromé této
piimé spojitosti hraje thioredoxinovy antioxidac¢ni systém roli v regulaci exprese ABC

transportnich proteinti, ¢imz rovnéz miize prispivat k rezistenci (James et al. 2009).

2.6.2.2 Biotransformace anthelmintik cestou oxidace

Helminti mohou metabolizovat svymi oxida¢nimi enzymy nékolik anthelmintik.
Doposud byla prokdzana oxidace albendazolu (ABZ), triklabendazolu (TCBZ) a
moxidektinu.

Oxidace albendazolu (ABZ) byla detekovana u F. hepatica, M. expansa, A.
suum, H. contortus a D. dendriticum. Metabolickd aktivita se vSak li$i mezi
jednotlivymi druhy helmintt. Prvni faze oxidace ABZ, sulfoxidace ABZ za vzniku
albendazolsulfoxidu (ABZ.SO), byla pozorovana in vitro u D. dendriticum
(mikrosomalni a mitochondrialni frakce), dale u F. hepatica, M. expansa, A. suum
(mikrosomalni a cytosolicka frakce). Ex vivo byl sulfoxid tvofen u D. dendriticum a H.
contortus. Druhy krok metabolismu ABZ, oxidace ABZ.SO na odpovidajici sulfon
(ABZ.SO,), byl zaznamenan u D. dendriticum (mitochondrie) a F. hepatica
(mikrosomy a cytosol). Tento fakt piedstavuje prvni informaci o schopnosti helmintt
pfeménit ABZ na neucinny metabolit. V ex vivo experimentech vsak sulfonace nebyla
prokazana (Cvilink et al. 2009).

Schopnost oxidovat TCBZ na triklabendazolsulfoxid (TCBZ.SO) byla popsana u
F. hepatica. U tohoto druhu dochazi rovnéz k intenzivni sulfonaci za vzniku
triklabendazolsulfonu (TCBZ. SO,). Tento obranny mechanismus proti u¢inku TCBZ je
povazovan za jeden z mechanismd vzniku rezistence F. hepatica vuc¢i TCBZ.
Metabolizace TCBZ na sulfoxid i sulfon je zna¢né vyssi u rezistentnich kmenti. Pouziti

vvvvvv

TCBZ nez CYP. Metimazol, specificky inhibitor FMO, snizoval sulfoxidaci TCBZ
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vyraznéji u rezistentnich kmend, zatimco inhibitor CYP (piperonylbutoxid) m¢l mensi
efekt a inhibice byla stejna u obou kmend (Brennan et al. 2007).
H. contortus metabolizuje 1é¢ivo moxidektin, jehoz oxidace se ucastni CYP

(Cvilink et al. 2009).

2.6.2.3 Redukcni a hydrolytické enzymy
biotransformacni enzymy u helmintt.

Redukce je hlavni metabolickou cestou pro slouceniny nesouci karbonylovou
skupinu. Reduktasy a dehydrogenasy karbonylu jsou fazeny do tii nadrodin:

= Dehydrogenasy/ reduktasy s kratkym fetézcem
= Dehydrogenasy/ reduktasy se stiedné dlouhym fetézcem
= Aldo-ketoreduktasy (AKR)

Homogenat tasemnice H. diminuta redukuje fadu aldehydt (acetaldehyd,
glyceraldehyd, p-nitrobenzaldehyd) za ucasti NADPH. Avsak redukce ketonti nebyla
prokazana (Munir a Barret 1985). Metabolizace latek, které slouzi jako modelové
substraty enzymt redukujicich karbonyl, byla zkouména u H. contortus.
V subcelularnich frakcich byla prokazana biotransformace acenaftenolu (substrat pro
AKR1C), 4-pyridinkarboxaldehydu (substrat pro AKRIC, 1Al a 3o-
hydroxysteroiddehydrogenasu - 3a-HSD), daunorubicinu (substrat pro AKRI1A),
naloxonu (substrat pro AKRICI1, 1C2, 1C4), metyraponu (substrat pro AKR 1C, 1A,
CBR a 11B-HSD), D,L-glyceraldehydu (substrat pro AKR1A a CBR) a oracinu
(AKRI1C, 1B10 a 11B-HSD) (Cvilink et al. 2008b). Specifické aktivity u H. contortus
byly podobné aktivitim nalezenym u hospodaiskych zvifat. Protoze redukce
karbonylové skupiny pfevazné slouceninu deaktivuje, mohou redukéni enzymy parazita
branit proti ptisobeni xenobiotik (Szotdkova et al. 2004).

Redukce je také vyznamnou cestou biotransformace pro azo a nitroslouceniny.
Tento typ reakci byl detekovan u nekolika parazitickych druht. A. lumbricoides a M.
expansa redukuji aromatické nitrosSlouceniny, azobenzen, azobarviva a sulfoxidy.
Homogenat H. diminuta byl schopny redukovat azo slouceniny, ale ne nitroslou¢eniny.

Hydrolyza, jako jedna z reakci 1. f4ze biotransformace, probiha u esterti, amidi

a cyklickych sloucenin. U helmint bylo nalezeno Siroké spektrum hydrolas a esteras.
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Homogenat H. diminuta hydrolyzuje organické fosfaty, sulfaty a estery. A. lumbricoides
a M. expansa jsou dobie vybaveni esterasami schopnymi katalyzovat hydrolyzu tady
sloucenin. Hydrolasy mohou S§tépit rovnéz konjugaty vytvofené v 2. fazi
biotransformace. H. diminuta mize k tomuto u¢elu vyuzivat glukosidasy, mannosidasy
a galaktosidasy. Stejn¢ jako M. expansa a A. lumbricoides vykazuje také N-
deacetylasovou aktivitu (Cvilink et al. 2009).

2.6.2.4 Biotransformace anthelmintik cestou redukce

Vzhledem Kk tomu, ze benzimidazolova 1é¢iva FLU a MBZ obsahuji ve své
struktufe karbonylovou skupinu, jsou idedlnimi substraty pro enzymy redukujici
karbonyl. Redukce téchto struktur je zndzornéna na Obr. 5.

Biotransformace MBZ cestou karbonylové redukce a karmabatové hydrolyzy
probiha in vitro u A. suum (Cvilink et al. 2009). FLU podléha redukci u H. contortus a
M. benedeni. V piipadé ABZ, respektive jeho sulfoxidu ABZ.SO, mize dochazet ke
zpétné konvezi sulfoxidu na ABZ. Tato reduk¢ni reakce se objevuje u M. expansa,
avSak ne u dalSich zkoumanych druhti (D. dendriticum, F. hepatica) (Cvilink et al.
2009). Rozsifeni znalosti o redukci anthelmintik u dalSich druhti helmint piinasi tato

disertacni prace.
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Obr. 5: Redukce FLU (X =F)aMBZ (X = H).

2.6.2.5 Konjugacéni enzymy

Konjugacni enzymy zodpovidaji za 2. fazi biotransformace xenobiotik. Jedna se
o ruzné transferasy nachéazejici se hlavné v cytosolu ¢i mikrosomech. Vzniklé konjugaty
jsou vétsinou hydrofilngjsi a snadngji eliminovatelné z organismu. Konjugaci téméf
vZzdy dochazi ke sniZeni biologické aktivity a toxicity. Typ konjugace zavisi hlavné na
struktufe slouceniny. Mezi jednotlivymi organismy existuji velké rozdily v zastoupenti i
aktivit¢ konjugacnich enzymdi, proto se u rtznych species mohou nachazet rizné

konjugaty téhoz xenobiotika (Skéalova a Bousova, 2011).
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Ackoli druhd faze biotransformace zahrnuje celou fadu reakci (glukuronidace,
sulfonace, methylace, acetylace, glukosidace, konjugace s glutathionem a
aminokyselinami), u helminti byla doposud pozornost vénovana pievazné jen
glutathion-S-transferasam (GST). Tato nadrodina katalyzuje konjugaci endogennich a
xenobiotickych substrati s glutathionem (GSH). GST kromé konjugace ochranuji tkané
pfed oxida¢nim poskozenim reaktivnimi peroxidy (peroxidasova aktivita), navazuji
potencialné¢ toxické latky a tucCastni se nekatalytického intracelularniho transportu
hydrofobnich latek (Cvilink et al. 2009). ZvySené odstranovani volnych radikala
prostfednictvim zvySenych hladin glutathionu mize snizit cytotoxickou aktivitu latek,
vcetng 1éciv. Byla zkoumana role systému zalozeného na GSH Vv I€ékové rezistenci
cervl. Naptiklad H. contortus rezistentni vi¢i kambendazolu vykazoval vyssi aktivitu
GST nez senzitivni kmen. V jiné studii byla zvysena citlivost rezistentnich ¢ervi k
thiabendazolu podanim inhibitoru syntézy GSH, coz dokazuje souvislost GSH
s rezistenci k benzimidazoltiim (James et al. 2009).

GST byly nalezeny u mnoha druht helminti. Mezi jednotlivymi druhy se GST
li$i substratovou specifitou, katalytickou aktivitou a vykazuji nizkou sekvencni
podobnost mezi sebou i1 se savéimi enzymy. Enzymova aktivita se 1iSi mezi
jednotlivymi skupinami helmintli, s nejvys$simi aktivitami u tasemnic a relativné
nizkymi aktivitami u hlistic. RovnéZ lokalizace GST je u rtiznych druhl variabilni.
Aktivita GST miZe byt indukovana plsobenim chemickych latek, vcetné léCiv a
metabolitl vzniklych oxida¢nim stresem. Inhibice aktivity n¢kterych parazitickych GST
byla pozorovana pii pouziti anthelmintik bithionolu, hexachlorofenu, ABZ, MBZ.
Ackoli existuje fada GST inhibitord, zatim nebyl nalezen zadny inhibitor selektivni
pouze pro parazity.

GST byly detailné charakterizovany napt. u F. hepatica, Schistosoma spp., A.
lumbricoides a A. suum, O. volvulus. U H. diminuta, stejn¢ jako u M. expansa, byly
izolovany 4 formy GST. K dal§im parazitim, u nichz byly GST prostudovany, patii
Paragonimus westermani, B. malayi, W. bancrofti, Echinococcus spp., Clonorchis
sinensis a H. contortus.

Vyrazna antioxida¢ni aktivita GST byla nalezena u M. expansa s uc¢inkem proti
produktiim lipidické peroxidace. Rada GST helminti se u¢astni syntézy prostaglandint,
a tim zajiStuje ndstroj pro boj simunitnim systémem hostitele. Prostaglandin
synthetasova/ isomerasova aktivita GST s lokalizaci na rozhrani hostitel-parazit jako

soucast sekreéné exkrec¢nich produkti pomaha piezit parazitovi v hostiteli.
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Ackoli je pfitomnost ostatnich konjuga¢nich enzymt u helmintd ptedpovézena
na zéklad¢ sekvenace genomu C. elegans, na tirovni mRNA a fenotypu byly tyto
enzymy zaznamenany sporadicky. VétSina objevenych konjugacnich reakei se navic
tyka pievazné metabolismu fyziologickych sloucenin a ne xenobiotik. U nematoda
Brugia pahangi byla popsana N-acetylace biogennich amind. Tato reakce vyzaduje
dodéani acetylkoenzymu A (AcCoA). Cytosolicky enzym, ktery v pfitomnosti AcCoA
katalyzuje acetylaci diamind, byl izolovan z A. suum. N-acetylacni reakce byly popsany
i u F. hepatica a O. volvulus. S. mansoni vyuziva sulfotransferasovou aktivitu, ktera
hraje roli v aktivaci oxamnichinu. Naopak H. diminuta neni sulfonace schopna.

V posledni dob¢ narGstaji dikazy o dulezitosti UDP-glukosyltransferasy.
Konjugace s glukozou jako detoxika¢ni mechanismus u helmintd byl poprvé popsan u
A. suum a Parascaris equorum, ktefi vytvareli glukdézové konjugaty ekdysteroidi
(Cvilink et al. 2009). Vyznam konjugace s glukézou byl potvrzen i u H. contortus
(Cvilink et al. 2008a), a to v souvislosti s metabolismem anthelmintik.

2.6.2.6 Konjugace anthelmintik

Ackoli znalosti o GST helmintd jsou pomérné bohaté, jejich ucast na
metabolismu 1é¢iv u helmintd stale prokazana nebyla. Ale predpoklada se, ze GST maji
potencidl podilet se na snizovani toxicity anthelmintik prostiednictvim vazby na 1é¢ivo
¢i konjugace s GSH. Navazani GST proteini na lé¢ivo mize vést k inaktivaci
farmakologicky aktivnich latek. Navzdory tdajim o vazb&é GST na anthelmintika a
evidenci 0 konjugaci fady xenobiotik s glutathionem se zda, Ze bézna anthelmintika
nejsou vhodnymi substraty pro GST helminti (Cvilink et al. 2009).

Dostupné udaje ukazuji, Ze z konjugacnich reakci ma pro biotransformaci 1é¢iv u
helmintd vyznam konjugace s glukézou. H. contortus konjuguje s gluk6zou
anthelmintika ABZ, FLU a redukovany FLU. Jiné metabolity druhé faze nebyly u
vlasovky nalezeny. Konjugace s glukdzou byla popsana u fady zivocicht a rostlin, ale
ve srovnani s ostatnimi konjugacnimi reakcemi neni povazovana za hlavni cestu
metabolizace xenobiotik. Vysledky ziskané u H. contortus jsou vSak prvnim dikazem,
ze konjugace s glukozou predstavuje dilezitou metabolickou drahu benzimidazolovych
anthelmintik u helmintd (Cvilink et al. 2008a).

JelikoZz vice informaci o konjugaci anthelmintik u parazitickych €ervii neni

k dispozici, bylo nasim cilem tyto nedostate¢né tidaje obohatit.
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2.6.3 Transport xenobiotik

Transportéry jsou membranové véazané proteiny, které prendseji latky pres
lipidovou dvojvrstvu. Piedstavuji dulezity néstroj pro odstraiiovani xenobiotik z téla.
Jsou rozliSovany dva hlavni typy transportéri: transportéry pienaSejici xenobiotika
dovnitf buniek a transportéry exportujici cizorodé latky ¢i jejich metabolity ven z buiiky.
Druhy typ transportéri byl studovan intenzivnéji vzhledem k jejich roli v Iékové
rezistenci.
binding cassette transporters®), které po vazbé ATP méni svou konformaci, coz vede
Kk pfenosu substratu. Po hydrolyze ATP se obnovuje pivodni konformace transportéru.
V eliminaci xenobiotik zprostiedkovavaji ABC transportéry aktivni eflux jak lipofilnich
latek, tak 1 hydrofilnich metabolitl a konjugatd, vzniklych ¢innosti biotransformac¢nich

enzymi (Cvilink et al. 2009).

2.6.4 Transportni proteiny helminti

Nejvice zkoumanym ABC transportérem je P-glykoprotein (P-gp; ABCBL),
znamy téz jako produkt jednoho z ,multidrug resistance protein“ (MDRI1) gent.
Dalsimi transportéry z ABC rodiny, které jsou dilezité pro eflux anthelmintik a hraji
roli v interakcich mezi 1é¢ivem a parazitem, jsou BCRP (,breast cancer resistant
protein“; ABCG2), MRP1 (,,multidrug resistance associated protein 1¢; ABCCI),
MRP2 (multispecificky transportér organickych anionti — CcMOAT; ABCC?2).
V helmintech bylo nalezeno okolo 60 ABC transportért (Alvarez et al. 2006).

Prvni P-gp u helmintd byl popsan v modelové hlistici C. elegans. Genové
databaze ukazuji, ze genom C. elegans obsahuje 14 P-gp homologt, z nichz jeden muze
byt pseudogen. Velky pocet P-gp gentli ve srovnani s lidskym genomem ziejmé odrazi
potiebu hlistice ochranit se ptfed toxiny wvné&jSiho prostiedi. AvSak detailné
charakterizovany byly pouze dva geny: pgpl a pgp3. P-gp se nachazi v exkrecnich a
sttevnich buiikach a v jicnu. Elektronova mikroskopie, jiZ byla studovana subcelularni
lokalizace, odhalila, ze P-gp 3 je lokalizovan na apikdlni membrané¢ exkrecnich a
sttevnich bunék, zatimco P-gp 1 se nachazi pouze ve stievnich buiikach. V jicnu byly
detekovany vSechny formy P-gp.

Z parazitickych helmintd byly ABC proteiny nalezeny nejdiive u plochych

cervi. U S. mansoni byly identifikovany dva P-gp geny. Jeden protein ma 12
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transmembranovych domén a dv€é domény vazajici ATP. Druhy s pouze 6
transmembranovymi doménami a jedinou doménou vazajici ATP vykazuje silnou
homologii se savéim P-gp, avSak strukturné¢ se vice podobad prokaryotnim ABC
proteinim. ABC transportér byl popsan i u F. hepatica, a s nejvétsi pravdépodobnosti se
téz jedna o P-gp. U E. granulosus byl identifikovan dalsi ABC transportér, jehoz
homologie s P-gp je ale nizka (Kerboeuf et al. 2003). Kumkate se spolupracovniky
(2008) dokumentoval u F. gigantica ptitomnost P-gp, MRP1 a BCRP a jejich mozZznou
roli v exportu anthelmintik.

K nematodim, jimZ byla vénovana nejvétsi pozornost v souvislosti s P-gp a jeho
roli pro vznik rezistence, patii H. contortus. Analyza sekvenci gemomu odhalila, ze H.
contortus vlastni pfinejmensim 7 genl pro P-gp. P-gp A ¢i jiné isoformy jsou u tohoto
parazita lokalizovany podél travici trubice s nejintenzivnéjSim umisténim v oblasti jicnu
a predni ¢asti stieva. Z O. volvulus byly izolovany dva P-gp geny (¢i geny podobné
P-gp). U nematod byly také na rozdil od plochych ¢ervii identifikovany geny pro MRP.
Ackoli mohou tyto proteiny hrat vyznamnou roli pfi vzniku rezistence, doposud jim

bylo vénovano jen malo pozornosti (Kerboeuf et al. 2003).

2.6.4.1 Anthelmintika jako substrdty ABC transportérti

Byla prokazdna piimd a specifickd interakce @ABC transportért
S benzimidazolovymi anthelmintiky, jejimz prostfednictvim buiiky s mnohocetnou
lékovou rezistenci akumuluji ve srovnani s citlivymi buiitkami méné benzimidazoll.
Navic benzimidazoly byly vii¢i citlivym buiikam vice toxické. Tato fakta naznacuji, Ze
benzimidazoly jsou substratem pro P-gp. ABZ.SO a oxfendazol (OXF; sulfoxidovy
derivat fenbendazolu - FBZ) jsou efektivné transportovany mySim Bcerpl, mirné
lidskym BCRP, avsak ne P-gp a MRP2. OXF je téz schopny inhibovat Berpl/BCRP. U
parentnich 1é¢iv ABZ a FBZ nebyl in vitro prokazan transport pomoci Berpl, MRP2 a
P-gp. Skute¢nost, ze ABZ neinteraguje s P-gp a BCRP, ackoli ABZ.SO je pifenasen
BCRP, vede k myslence, Ze atom siry ve struktufe benzimidazold a jeho oxidace hraji
dulezitou roli v interakcich transportéra s l1éCivem.

Dalsi anthelmintikum, ivermektin, slouzi jako substrat P-gp u mysi a lidské
rezistentni bunécné linie. Vedle ivermektinu byly u potkanich hepatocyti uéinény
podobné zavéry pro moxidektin, které vSak na zaklad¢ dalSich studii nejsou prikazné

(Alvarez et al. 2006).
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2.6.4.2 Transportéry a lékovd rezistence u helmintii

Ackoli u helmintd neni plné¢ objasnéna role transportnich proteinti pro vznik
1ékové rezistence, existuje fada dikazl, ze transportéry s rezistenci u helmintti souvisi.
Nejcastéjsim mechanismem, kterym transportéry piispivaji ke vzniku rezistence, je
jejich zvysSena exprese, ¢imz dochazi ke snizovani koncentrace 1é¢iv v bunice. Transport
ale mize byt krom¢ zménéné exprese ovlivnén i specifickym polymorfismem u téchto
proteint (James et al. 2009).

S P-gp souvisi rezistence F. hepatica vi¢i TCBZ. Koncentrace TCBZ a jeho
hlavniho metabolitu, TCBZSO, je vyrazné niz§i u TCBZ-rezistentnich motolic nez u
TCBZ-sensitivnich (Alvarez et al. 2005). Provedena inhibi¢ni studie s ivermektinem
potvrdila, Ze tento jev je zpusoben zvySenou aktivitou P-gp (Mottier et al. 2006). Na
vzniku rezistence se kromé zmény v transportu podili téZ zvySend metabolizace TCBZ
(viz kap. 2.6.2.2). K rezistenci vici benzimidazolim muize P-gp pfispivat i u dalSich
paraziti. UGast P-gp na benzimidazolové rezistenci byla nepiimo prokazina u H.
contortus pouzitim verapamilu. Verapamil funguje jako specificky inhibitor P-gp a jeho
ucinkem byla zvySena toxicita thiabendazolu a albendazolu, ¢imz doslo k ¢aste¢nému
zvraceni rezistence.

V souvislosti s dal$imi anthelmintiky byla zvySena exprese P-gp nalezena u
ivermektin-rezistentnich jedincti H. contortus, u nichz rezistence souvisela i se zménami
ve frekvenci alel. Frekvence jedné alely byla zvySena kromé& ivermektin-rezistentnich
cervi 1 u jedinct s rezistenci na moxidektin. Zménéna frekvence alel a zvySena exprese
P-gp byla zaznamenana i u O. volvulus. U S. mansoni je v nékterych oblastech
zaznamenana niz8i uCinnost lécby prazikvantelem. Tato rezistence je pravdépodobné
spojena se zvySenim ABC transportnich proteini, véetné P-gp a MRP (Alvarez et al.
2006; James et al. 2009; Kerboeuf et al. 2003).
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3 CILE PRACE

Naplni mého doktorského studia bylo zkoumat obranné strategie, jimiz se

helminti brani negativnimu pisobeni cizorodych latek, a zejména toxickym u¢inkiim

anthelmintickych 1é¢iv. V naSem projektu jsme se vénovali studiu biotransformacnich

enzymul, metabolizaci vybranych anthelmintik a jejich transportu u zastupct

vvvvvv

Jednotlivymi cili naseho projektu bylo:

1) U Dicrocoelium dendriticum, zastupce motolic,

identifikovat metabolity vybranych benzimidazolovych anthelmintik
studovat oxidativni metabolismus xenobiotik a zhodnotit vliv
anthelmintik albendazolu a jeho sulfoxidu na oxidativni metabolismus
testovat transport albendazolu a albendazolsulfoxidu do téla motolic i

jejich export z téla motolic

2) U Haemonchus contortus, zastupce hlistic,

in vitro zhodnotit G¢inek anthelmintika flubendazolu a jeho metabolitt
na vyvoj larev

studovat aktivitu biotransformacnich enzymu a schopnost metabolizovat
flubendazol u citlivych a rezistentnich kmenti

testovat transport flubendazolu do téla i ztéla helminti a zhodnotit

rozdily mezi citlivymi a rezistentnimi kmeny

3) U Hymenolepis diminuta, zastupce tasemnic,

stanovit aktivitu biotransformacnich enzymu

identifikovat metabolity vybranych benzimidazolovych anthelmintik
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Dicrocoelium dendriticum

4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Dicrocoelium dendriticum

4.1.1 Identifikace metaboliti benzimidazolovych anthelmintik

l. Cvilink V., Szotakova B., Vokial 1., Bartikova H., Lamka J., Skélova L. (2009):
Liquid chromatography/mass spectrometric identification of benzimidazole
anthelminthics metabolites formed ex vivo by Dicrocoelium dendriticum, Rapid
Communications in Mass Spectrometry 23, 2679-2684

Utinnost anthelmintik pouZivanych pro kontrolu parazitéz je ohroZovéana
vzrustajici rezistenci parazitd k témto latkdm. Ke vzniku 1ékové rezistence u paraziti
mohou pfispivat enzymy zodpoveédné za biotransformaci 1é¢iv. Identifikace metabolitd
umoznuje urcit enzymy, které se biotransformace i€astni a které mohou mit vyznam pro
rozvoj rezistence. Cilem studie bylo identifikovat metabolity anthelmintickych 1é¢iv u
D. dendriticum, a tim pfispét k rozsifeni doposud nedostateénych znalosti o
metabolismu xenobiotik u parazitickych helmint.

Soustfedili jsme se na enzymy, které se zapojuji do biotransformace
benzimidazolovych anthelmintik. Konkrétné byla testovéna lé¢iva ABZ, FLU a MBZ.
Experiment probihal ex vivo, zivé motolice byly inkubovany s anthelmintiky o
koncentraci 10 uM po dobu 24 h. Jejich metabolity 1. a 2. faze biotransformace byly
identifikovany pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(LC/MS).

LC/MS" analyza odhalila jediny metabolit ABZ, a to ABZ.SO. Na rozdil od
experimentu provedeného s parazitem H. contortus nebyly detekovany konjugaty
s glukozou ani jiné metabolity 2. faze. FLU v 1. fazi podléhal redukci, redukovany FLU
(FLU-R) byl poté methylovan za vzniku dvou derivatu liSicich se pozici methylové
skupiny (na benzimidazolovém jadie ¢i v postrannim karbamoylovém fetézci). U MBZ,
jehoz struktura je az na nepfitomnost atomu fluoru identickd s FLU, byla ofekavana
podobna fragmentace molekuly. Stejné jako u FLU 1 MBZ tvofil redukovany metabolit
(MBZ-R). V souvislosti s 2. fazi metabolismu byly ale u MBZ pozorovany rozdily
v methylaci. Vznikly metabolit byl urcen jako dimethylderivait MBZ-R. Struktury

identifikovanych metaboliti znazoriuje Obr. 6.
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Obr. 6: Piehled biotransformacnich cest vybranych anthelmintik u D. dendriticum (ABZ,
albendazol; ABZ.SO, albendazolsulfoxid; FLU, flubendazol, FLU-R, redukovany flubendazol;
MBZ, mebendazol; MBZ-R, redukovany mebendazol).

Experimenty této studie potvrdily, ze D. dendriticum ma vlastni enzymovy
systém, kterym aktivné pozménuje strukturu a casto zbavuje uclinku podand
xenobiotika, véetné anthelmintik. Kromé sulfoxidace ABZ a ketoredukce FLU a MBZ
byla detekovana methylace redukovanych derivatl, kterd doposud nebyla u zadného
helminta pozorovana. Konjugace s methylem naznacuje, Ze enzymovy systém motolice
je schopny syntetizovat S-adenosylmethionin, nezbytny kofaktor methylace u savcu.
Methyltransferasy vykazuji urcitou selektivitu. FLU a MBZ byly methylovany ve velké
mife, zatimco ABZ zlstal methyltransferasami nedoteny. Zaroven existuji vyrazné
mezidruhové rozdily v enzymové vybaveé parazitl, protoze napi. u H. contortus je

dominantni reakci 2. faze konjugace s glukozou (viz kap. 4.2.2).
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4.1.2 Oxidativni metabolismus xenobiotik a jeho ovlivnéni plisobenim

albendazolu a albendazolsulfoxidu

Il. Bartikova H., Vokial 1., Skalova L., Lamka J., Szotakova B. (2010): In vitro
oxidative metabolism of xenobiotics in the lancet fluke (Dicrocoelium
dendriticum) and the effects of albendazole and albendazole sulphoxide ex vivo,
Xenobiotica 40 (9), 593-601

Enzymy metabolizujici 1é¢iva nebyly u paraziti piili§ zkoumany. A obzvlast
oxidatnim enzymim nebyla u helminti po dlouhou dobu pfikladéna dllezitost.
V poslednich nékolika letech se vSak objevily dikazy o oxidativhim metabolismu
xenobiotik 1 u helmintd. Na zdklad€ naSich pfedchozich experimentl bylo znamo, ze D.
dendriticum oxiduje benzimidazolové 1é¢ivo ABZ na sulfoxid ABZ.SO a ze tedy vlastni
enzymovou vybavu umoziujici oxidaci xenobiotik. Cilem tohoto projektu bylo nalézt
enzymy, které jsou zodpovédné za sulfoxidaci ABZ, a stanovit aktivitu vybranych
oxidacnich enzymi v€etné antioxidacnich enzymd, které tézZ mohou parazita ochrafiovat
pred toxickym plsobenim xenobiotik. Dal$im dil¢im ukolem v ramci této studie bylo
zjistit vliv 24h ex vivo expozice motolic 1é¢ivim (ABZ ¢i ABZ.SO) na oxidaci ABZ a
aktivitu zminénych enzymu, které se mohou ucastnit oxidace ABZ ¢i deaktivace
reaktivnich kyslikovych radikald.

Aktivity oxidacnich enzymti byly méfeny v subcelularnich frakcich
odpovidajicich mikrosomtim, cytosolu a mitochondriim. Byla zjistovana aktivita FMO,
ethoxykumarin-O-deethylasy (ECOD), ktera je pfipisovana aktivit¢ CYP 1A2 a 2E1, a
aktivita enzymu s primarni ulohou v obrané proti oxida¢nimu stresu (peroxidasa - PX,
GPx, CAT, SOD, TxrR a GR). Aktivitu FMO, jejiz stanoveni je zaloZeno na oxidaci
thiobenzamidu, se nam nepodafilo prokazat, stejn¢ jako aktivitu ECOD. Kromé CAT,
ktera byla nejaktivnéj$i v mikrosomech, byly nejvetsi aktivity ostatnich antioxidac¢nich
enzymu nalezeny v cytosolu.

Vliv ABZ ¢ ABZ.SO na aktivitu biotransformac¢nich enzymi byl zkouman u
motolic, které byly pied piipravou subcelularnich frakei inkubovany ex vivo v médiu
s témito 1éCivy po dobu 24 h. Rozsah zmén se lisil v zavislosti na subcelularni frakci a
pouzitém lécivu. Px aktivita byla zvySena po podani obou latek v mikrosomech a

cytosolu. ABZ.SO mél podobny ucinek na GPx v mitochondriich a mikrosomech.
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Aktivita CAT byla lehce zvysena ve vSech frakcich po expozici ABZ. TxrR a SOD
nebyly ovlivnény ani jednou latkou.

Biotransformace ABZ byla zji§t'ovana pomoci in vitro inkubaci subcelularnich
frakci s 10 uM ABZ v piitomnosti NADPH. Farmakologicky aktivni metabolit ABZ.SO
byl detekovan v mikrosomech a mitochondriich. Druhy metabolit, albendazolsulfon
(ABZ.S0,), byl nalezen pouze ve stopovém mnozstvi. Abychom mohli urcit, které
enzymy se na oxidaci ABZ podili, provadéli jsme inkubace s relativné specifickymi
inhibitory oxida¢nich enzymt o koncentraci 100 uM. Z pouzitych inhibitorti snizovaly
tvorbu ABZ.SO pouze a-naftylthiourea (ANTU) a metimazol (MTZ), inhibitory FMO.
Ze stanovenych hodnot 1Csp vyplyva (Tab. 4), Ze ANTU byla efektivnéj§im inhibitorem
oxidace ABZ nez MTZ. Stejné jako u stanoveni enzymovych aktivit byl i v ptipadé
oxidace ABZ zkouman vliv pfedchozi ex vivo inkubace Zivych motolic s ABZ ¢i
ABZ.SO. Nasledné in vitro inkubace subcelularnich frakci z ovlivnénych motolic

neprokazaly zadny vliv anthelmintik na tvorbu ABZ.SO.

Tab. 4: Hodnoty ICs pro inhibitory oxidace ABZ na ABZ.SO, a-naftylthioureu (ANTU) a
metimazol (MTZ).

Inhibitor Mikrosomy Mitochondrie
ANTU 0,16 0,24

MTZ 7,54 2,59

Vysledky nasi studie rozsifily ne pfili§ rozsahlé znalosti o oxida¢nich enzymech
a biotransformaci cizorodych latek cestou oxidace u helmintl. V €asti projektu, v niz
jsme se snazili odhalit enzymy zodpovédné za oxidaci ABZ, byla kromé¢ FMO a CYP,
které oxiduji ABZ u savcl, zvazovana i ucast dalSich oxida¢nich enzymii. Vysledky
ziskané pouzitim specifickych inhibitorG vedou k zavérim, ze ABZ je i u D.
dendriticum oxidovan FMO. Fakt, ze se nam nepodafilo stanovit aktivitu FMO vuci
thiobenzamidu mtize souviset s tim, Ze parazitickh FMO neni schopna oxidovat tento
substrat, ¢i s niz8i citlivosti spektrofotometrické detekce thiobenzamid-S-oxidu
Vv porovnani s HPLC analyzou ABZ.SO. Studie s inhibitory pfinesla nepfimy dikaz o
ucasti FMO v oxidaci ABZ. Toto tvrzeni podporuje i fakt, Ze ani piedchozi expozice
motolic ABZ nebo ABZ.SO neméla na oxidaci ABZ vliv (dle diive provedenych

experimentit ABZ ani u jinych species neovliviiuyje aktivitu FMO). Zvyseni aktivity
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nékterych dalSich testovanych enzymi plisobenim ABZ a hlavné ABZ.SO mize

souviset s ochranou parazitii proti oxida¢nimu stresu zptisobenému témito latkami.
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4.1.3 Transport albendazolu a albendazolsulfoxidu

II. Bartikova H., Vokial 1., Forstova-K#izova V., Skalova L., Lamka J., Szotakova
B. (2011): The transport of albendazole and albendazole sulphoxide in the lancet

fluke (Dicrocoelium dendriticum), Veterinary Parasitology 176, 27-33

vvvvvv

vyvolané D. dendriticum. Aby ale ABZ mohl uplatnit svou aktivitu proti motolicim,
musi se nejprve do téla parazita dostat. Transport 1é¢iva pres povrchové struktury
helmintd je dalezitym faktorem pro ucinek léCiva, protoze helminti obecné piijimaji
chemické latky svym povrchem. Molekuly 1é€iv se pfes membrany pohybuji pasivné
nebo specializovanym transportnim systémem vyzadujicim energii. Transport 1é¢iv do
téla paraziti byl zkouman u nékolika druhl helmintd, ne v§ak u D. dendriticum. Cilem
naseho projektu bylo tedy charakterizovat transport u této motolice. Krom¢ importu
1é¢iv do téla parazita jsme se zaméfili 1 na export latek ven z t€la, k ¢emuz bylo nutné
zavést novou metodu. Za zkoumand 1é€iva jsme zvolili ABZ, pouzivany k 1é¢bé zvitat
nakazenych D. dendriticum, a ABZ.SO, anthelminticky G¢inny metabolit, s nimz se
motolice ve velké mife setkava v hostitelském organismu.

Motolice izolované z ptirozené nakazenych mufloni obecnych byly rozdéleny
do dvou skupin. Krozpoznani ptispévku aktivniho transportu byla totiz cCast
experimentu provadéna s mrtvymi parazity, které jsme usmrtili plisobenim mrazu. Pfi
studiu transportu do téla motolic jsme zivé 1 mrtvé jedince inkubovali s ABZ ¢i
ABZ.SO o koncentraci 1 pM nebo 5 puM. Inkubace probihala v nékolika ¢asovych
intervalech: 1, 15, 30, 45, 60 a 120 min. V experimentech zaméfenych na export byly
motolice inkubovany 2 h s 5 uM ABZ ¢ ABZ.SO. Po inkubaci byly motolice
oplachnuty a vlozeny do ¢istého media bez 1é¢iv. V ¢asovych intervalech 1, 60 a 120
min bylo odebirdno médium pro zhodnoceni rozsahu exportu. Export 1é¢iv z mrtvych
motolic byl proveden stejnym zplsobem, pouze s usmrcenim motolic po 2h inkubaci
pusobenim mrazu. VSechny vzorky (médium i homogenat) byly po extrakci
analyzovany metodou HPLC.

Vysledky ukézaly, ze ABZ byl do motolic transportovan ve vétSim rozsahu nez
ABZ.SO. U zivych motolic vykazovala akumulace 1éCiv koncentraéni a casovou

zavislost, kterd spolu slepSim prostupem lipofiln€jsiho ABZ potvrzuje pasivni
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transport. V porovnani s mrtvymi jedinci byly ale u zivych motolic pozorovany vyrazné
vys$si koncentrace ABZ, coz vedle pasivni difuze naznacuje Gi€ast aktivniho transportu.
Nepftitomnost rozdili mezi zivymi a mrtvymi parazity u ABZ.SO vede k predpokladu,
ze transport sulfoxidu se odehrava vylu¢né pasivni difuzi.

Export 1éC¢iv z tél paraziti se zvySoval s dobou, po kterou motolice setrvavaly
v médiu bez anthelmintik. U zivych jedincli exportované mnozstvi ABZ ptevySovalo
1,5x mnozstvi ABZ.SO. U mrtvych bylo mnozstvi obou 1éCiv srovnatelné, coz mize byt
vysvétleno ucCasti transportéri v exportu ABZ. SkuteCnost, ze zZivé motolice
transportovaly do media vice obou 1é¢iv nez mrtvé, potvrzuje aktivni export ABZ a
naznacuje aktivni mechanismus exportu i u ABZ.SO.

Vysledky nasi studie zabyvajici se transportem anthelmintik pfispély k rozsifeni
znalosti o této problematice. Ziskané informace objasnily mechanismus transportu u
dalsiho parazita, D. dendriticum. Kromé potvrzeni dulezitosti pasivni difuze
V transportu testovanych anthelmintik jsme poukézali na ucast aktivniho transportu

ABZ do téla motolic a aktivniho exportu ABZ i ABZ.SO.
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4.2 Haemonchus contortus

4.2.1 Utinek flubendazolu a jeho metabolit{ na vyvoj larev

IV.  Bartikova H., Skalova L., Lamka J., Szotdkova B., Varady M. (2010): The
effects of flubendazole and its metabolites on the larval development of
Haemonchus contortus (Nematoda: Trichostrongylidae): an in vitro study,
Helmintholologia 47 (4), 269-272

Benzimidazolové anthelmintikum FLU vykazuje Sirokospektrou aktivitu vici
endoparazitim. Po podani je FLU rychle biotransformovan v gastrointestindlnim traktu
a V jatrech. Plasmatické koncentrace metabolitl u zvifat jsou vyssi nez koncentrace
parentni latky. Hlavni biotransformacéni cesty zahrnuji redukci ketonové skupiny za
vzniku FLU-R a hydrolyzu karbamatové skupiny, jejimz produktem je hydrolyzovany
FLU (FLU-H). Navic na zakladé nasich studii byla redukce FLU odhalena i u vSech
testovanych helmintd. Ackoli je redukce karbonylové skupiny obecné povazovana za
deaktivacni cestu, udaje o anthelmintickém uc¢inku FLU-R nejsou dostupné. Vzhledem
k témto chyb&jicim informacim byla navrzena in vitro studie, jejimz cilem bylo
srovnani anthelmintického u¢inku FLU a jeho metabolit na citlivy a rezistentni kmen
H.contortus metodou testu vyvoje larev (LDT).

Citlivy izolat H. contortus je citlivy ke vSem tfiddm anthelmintik, zatimco
rezistentni kmen se vyznacuje vice€etnou rezistenci. Infekéni L3 larvy v poctu 5-6 tisic
byly pouzity k ndkaze ovci. Vajicka pro LDT byla ziskana z trusu prosivanim tfemi sity
s pfesné definovanou velikosti ok. LDT je Siroce pouzivanou metodou pro zjistovani
rezistence paraziti vaci lé¢ivam, jejim principem je kultivace vajicek do stadia infekéni
larvy v pifitomnosti rtiznych koncentraci 1é¢iv (Varady et al. 2009). V této studii byl
testovan vliv FLU (koncentrace 0,0006 - 1,28 pg/ml), FLU-R a FLU-H (0,0065 — 13,31
ug/ml). Thiabendazol (TBZ) o stejnych koncentracich jako FLU slouzil jako referenéni
anthelmintikum. Pocet nevylihlych vajicek a vylihlych L1-L3 larev v kazdé jamce
mikrotitracni  desticky byl zjiStovan inverznim mikroskopem. Vysledky jsou
prezentovany jako LCsg a LCgg, které odpovidaji takovym koncentracim anthelmintik,
které inhibuji vyvoj vaji¢ek na L3 larvy z50 % ¢i 99 %. Pro zhodnoceni Uc¢inku
anthelmintik jsme pouzili faktor wGéinnosti (EF), porovnavajici LC hodnoty pro

jednotliva léc¢iva/metabolity vii¢i FLU. Stupen rezistence parazitl je vyjadfovan pomoci

48



Haemonchus contortus

faktoru rezistence (RF), ktery pomeétuje LC hodnoty rezistentniho kmene vici
citlivému.

U citlivého kmene byly LC hodnoty pro FLU srovnatelné s TBZ. Srovnani LC
hodnot pro FLU a jeho metabolity ukazalo vyrazny rozdil mezi FLU a FLU-H. Hodnoty
EF potvrdily, ze FLU-H vykazuje pouze nepatrnou u¢innost, ktera byla nékolikasetkrat
niz§i nez u FLU. V piipadé¢ FLU-R byla u rezistentniho kmene nalezena 6x nizsi a u
citlivého kmene 13x niz§i aktivita v porovnani s FLU. Z téchto vysledku vyplyva, ze
FLU-H se chova jako inaktivni produkt biotransformace FLU. U FLU-R je deaktivace
pouze CasteCna a zbytkovad aktivita tohoto metabolitu muze piispivat k celkovému
anthelmintickému G¢inku FLU po jeho podani hospodaiskym zvifatim. Uginek
testovanych latek v zavislosti na rezistenci parazita byl analyzovan prostfednictvim RF.
U rezistentniho kmene potvrdily hodnoty RF vyraznou rezistenci k TBZ, zatimco
rezistence vici FLU byla nizka a vici FLU-R jesté nizsi (viz Tab. 5). Vysledky této
studie naznacuji, ze TBZ, FLU a FLU-R maji jiny mechanismus t¢inku ¢i jiné chovani

(transport, metabolismus) v organismu parazitu.

Tab. 5: Hodnoty faktoru rezistence (RF) pro jednotliva 1é¢iva. RF vyjadiuje pomér koncentraci
LCsp €1 LCqg pro rezistentni a citlivy kmen.

3,73 153,73
2,79 2,51
1,40 1,09

Vysledky naSeho experimentu roz$ifily znalosti o anthelmintické ucinnosti
metaboliti FLU, kdy FLU-R si zachovava zbytkovou aktivititu a FLU-H je neaktivni.
Testovani téchto latek na rezistentnim a citlivém kmenu poukézalo na to, ze FLU mize
byt pro kontrolu rezistentnich kment H. contortus efektivnéjSi nez ostatni
benzimidazoly. Avsak je tfeba mit na paméti, ze nase studie byla provedena na larvach,
které nejsou hlavnim cilem anthelmintické terapie a Ze ziskané vysledky je nutné ovétit

in vivo.
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4.2.2 Aktivita Dbiotransformacnich enzymii a metabolismus

flubendazolu u citlivych a rezistentnich kmeni

V. Vokial 1., Bartikova H., Prchal L., Stuchlikova L., Skalova L., Szotakova B.,
Lamka J., Varady M., Kubicek V. (2012): The metabolism of flubendazole and
the activities of selected biotransformation enzymes in Haemonchus contortus

strains susceptible and resistant to anthelmintics, Parasitology, piijato k tisku

Rezistence parazita H. contortus vuci 1é¢ivim je velmi rozsifenym jevem, ktery
znaéné komplikuje 1écbu hemonchézy. Na vzniku rezistence se mohou podilet rizné
mechanismy. Jednim z nich je zvySené odbouravani 1é¢iva, za které odpovidaji svou
¢innosti biotransformaéni enzymy. Pifimd spojitost biotransformacnich enzymu
s lékovou rezistenci parazitli byla objevena na zakladé n¢kolika studii tykajicich se F.
hepatica a metabolizace TCBZ (Brennan et al. 2007). Tyto studie dokazaly dulezitost
oxidacnich enzymi v lékové rezistenci. AvSak pfispéni dalSich biotransformacnich
enzymu k rezistenci helminti nebylo zkoumano a jejich role zustavala nejasna. Zaroven
nebyly dostupné informace o rozdilech v aktivit¢ biotransformacnich enzymi a
metabolizaci anthelmintik mezi citlivymi a rezistentnimi kmeny. Tyto skute¢nosti nas
vedly k navrhnuti studie, v niz jsme mezi jednotlivymi kmeny porovnavali aktivitu
vybranych biotransformac¢nich enzymi a metabolizaci FLU. Dlvod vybéru FLU bylo
to, ze biotransformace FLU u H. contortus sestava z redukce karbonylové skupiny a
konjugace s glukézou (Cvilink et al. 2008a). Ackoli FLU neni bézné pouzivané 1é¢ivo
proti hemonchoze, je proti H. contortus u¢inny (viz kap. 4.2.1).

Pro ucely nasi studie byl pouzit jeden citlivy kmen (ISE) a tfi rezistentni kmeny:
ISE-S  (rezistentni  k ivermektinu), =~ BR  (rezistentni  k benzimidazolovym
anthelmintikim) a WR (kmen vykazujici viceCetnou rezistenci k benzimidazoltim,
ivermektinu, rafoxanidu a klosantelu). Aktivity biotransformacnich enzymi byly
stanovovany in Vitro Vv subcelularnich frakcich z homogenatu tél paraziti pomoci
spektrofotometrickych metod. Pro detekci metabolitd FLU byly provedeny ex vivo i in
vitro experimenty. Metabolity ~ byly  analyzovany  metodou HPLC
se spektrofluorimetrickou ¢i hmotnostné spektrometrickou detekci (LC/MS). V ex vivo

rrrrrr

hodnoceni metabolitd FLU probihalo v cytosolické frakci se stejnou koncentraci 1éCiva
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po dobu 30 min. In vitro analyza byla doplnéna studiem vlivu potencialnich inhibitort
z tad specifickych substrati redukénich enzymii na redukei FLU.

In vitro aktivita biotransformacnich enzymu byla stanovena pomoci specifickych
substrati. Z enzymu redukujicich karbonyl vykazovaly v cytosolické frakci velkou
aktivitu reduktasy pyridinkarboxaldehydu. Nizké aktivity byly nalezeny pro reduktasy
naloxonu a metyraponu. Aktivita vii¢i menadionu nebyla detekovana. V aktivité vici
vSem substratim byly mezi kmeny patrné rozdily, které vsak nesledovaly néjaky
spolecny trend. V mikrosomalni frakci byla hodnocena aktivita UDP-
glukosyltransferasy (UGIcT) vic¢i modelovému substratu p-nitrofenolu. Tvorba
glukézovych konjugatii nebyla prokdzéna u ISE kmenu, zatimco vSechny rezistentni
kmeny byly schopné p-nitrofenol konjugovat.

Studium biotransformace FLU v ex vivo experimentech odhalilo pfitomnost ¢tyi
metabolitd v médiu i homogenatu z ¢ervi. FLU-R a glukosid FLU-R ptedstavuji hlavni
metabolity, zatimco dva glukozové konjugaty parentniho FLU byly tvofeny v mensim
rozsahu. Mnozstvi FLU-R i vSech glukoézovych konjugati bylo znaéné vys$si u
rezistentnich kmenii nezZ u ISE kmenu. Nejaktivnéjsim kmenem byl WR kmen, ktery
produkoval pfiblizné 5x vice konjugatt nez citlivy ISE kmen. In vitro experimenty
potvrdily tvorbu FLU-R, ale neukazaly rozdily mezi kmeny, coz mize byt dano
odlisnymi podminkami ex vivo a in vitro pokusd (napf. saturovana koncentrace
substratu a NADPH, nepfitomnost regulacnich systémil). Testovani potencialnich
inhibitorii bylo provadeéno s cilem odhalit enzymy tcastnici se redukce FLU. Menadion
(substrat pro CBR) se ukézal jako silny inhibitor, pyridinkarboxaldehyd (substrat pro
AKR1A) snizoval tvorbu FLU-R méné. Metyrapon (Substrat po AKRIC a CBR)
ovlivnil redukci nepatrné jen u WR kmenu a naloxon (substrat pro AKRIC) nem¢l
zadny efekt. Ze ziskanych vysledkd Ize usuzovat, ze redukce FLU se u H. contortus
ucastni analogy savéi CBR a AKR1A. U WR kmenu pravdépodobné pfispiva 1 enzym
podobny AKRI1C. Konjugace s glukézou in vitro byla sledovana jak vué¢i FLU, tak
FLU-R v mikrosomalni frakci. Jedinym detekovanym metabolitem byl glukosid FLU-R,
jehoz mnozstvi bylo stejné jako v ex vivo pokusech vyssi u rezistentnich kment.

Vysledky této studie ukézaly, ze rezistentni kmeny H. contortus jsou schopné
metabolizovat FLU cestou redukce a konjugace s glukozou ve vétsi mife nez citlivi
jedinci. Zvysena aktivita enzymu podilejicich se na téchto detoxikacnich procesech
mize parazity ochraiovat pied negativnim u¢inkem 1éCiv, a tak pfispivat k Iékové

rezistenci H. contortus.
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4.2.3 Transport flubendazolu u citlivych a rezistentnich kment

VI. Bartikova H., Vokial 1., Kubicek V., Szotakova B., Prchal L., Lamka J., Varady
M., Skalova L. (2012): Import and efflux of flubendazole in Haemonchus
contortus strains susceptible and resistant to anthelmintics, Veterinary
Parasitology, http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2012.02.008, v tisku

Flubendazol je 1écivo s Sirokym spektrem uc¢inku proti hlisticim a tasemnicim a
vysokym potencidlem pro 1é¢bu systémovych helmintéz. Aby lécivo mohlo uplatnit
svou aktivitu, musi nejdiive dosahnout mista u¢inku, v tomto ptipadé tedy proniknout
do téla helminth. Jelikoz hlavni cestou je transport povrchem téla helmintd, vlastnosti
kutikuly nematod jsou pro terapeuticky efekt anthelmintik rozhodujici. Molekuly 1é¢iv
se pfes membrany dostavaji pasivnim transportem, ¢i je pohyb latek zprostiedkovan
specializovanymi proteiny - transportéry, které spotifebovavaji pii své ¢innosti energii.
U helmintd je pozornost vénovana hlavné P-gp patiicimu do rodiny ABC efluxnich
transportérii. Ackoli byl jiz dfive u nematod zkouman transport n€kolika anthelmintik,
informace o transportu FLU nebyly k dispozici. Cilem naSeho projektu bylo studium ex
vivo piijmu FLU do téla a jeho odstraiiovani ven z té€la u H. contortus a porovnani
vysledkt mezi citlivym (ISE) a rezistentnimi kmeny (ISE-S, BR, WR). Do studie byly
zahrnuty experimenty s Zivymi a mrtvymi jedinci a byl zkoumdan vliv verapamilu
(inhibitor P-gp) na akumulaci FLU v téle H. contortus.

H. contortus byl izolovan z bachoru experimentalné infikovanych ovci agarovou
metodou. Experimenty byly paralelné provadény u Zivych i mrtvych jedinci, ziskanych
pusobenim mrazu. Pfi studiu transportu do téla hemonchl jsme Zivé i mrtvé jedince
rozdé¢lili dale na dvé skupiny: jedna byla inkubovéna s 5 uM FLU, druhd s 5 uM FLU a
50 uM verapamilem. Inkubace probihala v n€kolika Casovych intervalech: 1, 5, 15,30 a
60 min. V experimentech zaméfenych na export byly hlistice inkubovany 2 h s 5 uM
FLU. Po inkubaci byla ¢ast Cervli usmrcena pisobenim mrazu a Zivi 1 mrtvi jedinci byli
dale rozdéleni na dvé skupiny. Jedna byla vloZena do Cistého media bez FLU, druhé do
media s50 uM verapamilem. V ¢asovych intervalech 1, 5, 15, 30 a 60 min bylo
odebirdno médium pro zhodnoceni exportu 1éc¢iva z tél paraziti do média. VSechny

vzorky médii 1 homogenatl byly po extrakci analyzovany metodou HPLC.
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Akumulace FLU v téle vlasovek vykazuje ¢asovou zavislost. Piijem 1éCiva se ve
vSech Casovych intervalech mezi kmeny neliSil. Rozdily nebyly pozorovany ani pfi
srovnani zivych a mrtvych jedincti. Rovnéz pouziti verapamilu ve snaze odhalit moZznou
ucast P-gp neovlivnilo u zadného testovaného kmene akumulaci FLU. V experimentech
zabyvajicich se exportem Ié¢iva z tél parazitii se uvolnované mnozstvi FLU do média
bez 1éciva zvySovalo s rostoucim ¢asem. Po 60 min byla do média zpét transportovana
piiblizné Sestina akumulovaného mnozstvi. Nebyly nalezeny rozdily mezi jednotlivymi
kmeny, ani mezi zivymi a mrtvymi jedinci. U zadného kmene také nebyl prokazan vliv
verapamilu na akumulaci FLU. Vliv verapamilu na export FLU z rezistentnich kmen je

znazornén na Obr. 7.
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Obr. 7: Vliv verapamilu na export FLU z rezistentnich kment H. contortus do ¢istého média po
2h inkubaci jedinci s FLU (5 uM). Vysledky jsou vyjadfeny jako koncentrace FLU
v médiu (nM).

Vysledky nasi studie ukazuji, ze FLU ma vysokou schopnost pronikat do tél
nematod. Diivodem je pravdépodobné vysoka lipofilita FLU, ktera je vyjadiena
rozdélovacim koeficientem (logP 3,05) rovnéz stanovenym v rdmci tohoto projektu.
Vysoka lipofilita FLU spolu s nepfitomnosti rozdili mezi mrtvymi a Zivymi parazity
naznacuje, ze FLU je transportovan pasivni difuzi. Na zéklad¢ prokazané souvislosti

zvySené exprese P-gp se vznikem rezistence u nékterych helminti jsme predpokladali
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tento mechanismus i u H. contortus. Mnozstvi transportovaného FLU se vSak mezi
citlivymi a rezistentnimi jedinci neliSilo a zaroven pouziti verapamilu ucast P-gp
V importu ani exportu u zadného kmene nepotvrdilo.

Vysledky této studie potvrzuji slibny potencial FLU pro lécbu hemonchoz,
protoze H. contortus neodstranuje toto anthelmintikum aktivné ze svého téla, a to ani

Vv ptipadé rezistentnich kmend.
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4.3 Hymenolepis diminuta

4.3.1 Aktivita biotransformacnich enzymii a metabolismus

benzimidazolovych anthelmintik

VIl. Bartikova H., Vokial 1., Skalova L., Kubicek V., Firbasova J., Briestensky D.,
Lamka J., Szotakova B. (2012): The activity of drug metabolizing enzymes and
the biotransformation of selected anthelmintics in the model tapeworm
Hymenolepis diminuta, Parasitology,
http://dx.doi.org/10.1017/S0031182011002265, Vv tisku

Tasemnice vyvolavaji onemocnéni, kterd ohrozuji zdravi lidi a hospodatskych
zvitat. Kontrola cestoddéz pomoci anthelmintik ale neni u¢innd ve vSech ptipadech.
Tasemnice, stejné jako ostatni helminti, se mohou branit proti toxickym ucinkiim 1é¢iv a
dalSich xenobiotik prostfednictvim svych biotransformacnich enzymt, které jsou
schopné 1écivo inaktivovat. Protoze informace o enzymech podilejicich se na
metabolizaci 1é¢iv a o osudu anthelmintik v téle tasemnic nejsou pfili§ detailni ¢i chybi,
rozhodli jsme se znalosti o této problematice rozsifit. Cilem naseho projektu bylo
stanovit aktivity biotransformacnich enzymil a vysledovat cesty, jakymi se metabolizuji
vybrand anthelmintika, u modelové tasemnice H. diminuta. Ve snaze odhalit
mezidruhové rozdily v metabolismu 1é€iv byly vysledky porovnany s dostupnymi udaji
pro jiné tasemnice.

V ramci této studie bylo nejprve nutné zavést laboratorni chov tasemnic. Jako
mezihostitelé, v nichz probiha vyvoj larev, byli zvoleni brouci druhu Tenebrio molitor.
Dospélé tasemnice, ziskané ze stiev potkant, byly po oplachnuti bud’ pfimo pouzity
V ex Vivo experimentech, ¢i byly zpracovany na subcelularni frakce pro in vitro pokusy.
In vitro byla zjistovana aktivita enzymd, jejichz hlavni ulohou je obrana proti
reaktivnim kyslikovym radikalim a které se mohou Ucastnit oxidace xenobiotik (Px,
SOD, CAT), enzymil redukujicich karbonyl a konjuga¢nich enzyml (GST, UGT,
UglcT). Pro odhaleni biotransformacnich cest vybranych benzimidazolovych
anthelmintik (ABZ, ABZ.SO, FLU a MBZ) byly tasemnice inkubovany ex Vvivo i in
vitro. Metabolity byly poté analyzovany metodou HPLC se spektrofluorimetrickou c¢i
hmotnostné spektrometrickou detekci (LC/MS). V ex vivo pokusech trvajicich 24 h byly
pouzity 1 uM a 10 uM koncentrace anthelmintik. In vitro byly metabolity detekovany
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po inkubaci subcelularnich frakci se stejnymi koncentracemi lé¢iva po dobu 30 min.
Soucasti in vitro analyz bylo studium kinetiky redukce FLU a MBZ.

Vysledky ukazaly, ze H. diminuta efektivné redukuje aldehydy a ketony. Byla
prokazana aktivita karbonylredukujicich enzymt odpovidajicich savéi CBR, AKR1A,
AKR1C, AKR1B10, 3a-HSD a 11B-HSD typu 1. Z anthelmintik podléhaji redukci FLU
a MBZ. Hodnoceni kinetickych parametri ukézalo, Ze maximalni rychlost redukce
MBZ je asi 18x vétsi nez u FLU, ale afinita k FLU je vy$si nez k MBZ. V porovnani
s H. contortus probiha redukce FLU u H. diminuta pomaleji a s nizsi afinitou enzymu
k substratu (Cvilink et al. 2008b) (Tab. 6).

Tab. 6: Kinetické parametry tvorby FLU-R a MBZ-R po inkubaci cytosolu s rtznymi
koncentracemi FLU a MBZ u Hymenolepis diminuta a Haemonchus contortus (V'max, zdanliva
maximalni rychlost reakce; K'y, zddnliva Michaelisova konstanta).

V' gy (M- min )
FLU-R 1,9+0,2 10321
I MBZ-R 34,1 £6,7 61,3 +14,9
FLU-R 39,8 2,1 1,5£0,3

Ackoli byla u H. diminuta nalezena aktivita nékolika oxida¢nich enzymu,
anthelmintika ABZ, ABZ.SO podléhajici oxidaci u jinych helminti metabolizovana
nebyla. Biotransformaéni cesty pro ABZ se tedy lisi mezi helminty, a to i v ramci
tasemnic, protoze U M. expansa byl v in vitro pokusech ABZ oxidovan (Solana et al.
2001).

Z enzymu 2. faze biotransformace byla detekovana aktivita GST a UGIcT, ne
vSak UGT. Navzdory témto vysledkim nebylo Zadné z testovanych anthelmintik
konjugovano s glutathionem ¢i gluk6zou, coz naznacuje, ze zkoumana anthelmintika
nejsou vhodnym substratem pro tyto enzymy tasemnice. Dalsi konjugacni reakci je
methylace, které u H. diminuta podléhal FLU-R. Konkrétné byly nalezeny dva
monomethylové derivaty, jeden s methylem na aromatickém kruhu, druhy obsahuje
methyl v postrannim fetézci. Diky nepfitomnosti methylderivati ostatnich anthelmintik
1ze usuzovat na vysokou substratovou selektivitu methyltransferas tasemnice.

H. diminuta, stejné jako ostatni studovani helminti, vlastni enzymovy aparat,
ktery ji pomaha snizovat negativni pasobeni cizorodych latek, véetné 1é¢iv. H. diminuta

metabolizuje anthelmintika cestou redukce (FLU, MBZ) a methylace (FLU), ne vsak
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oxidaci (ABZ, ABZ.SO) ¢i hydrolyzou (FLU, MBZ). Nalezené biotransformacni cesty
uplatiujici se v pfeméné xenobiotik u H. diminuta se vsak 1isi od metabolismu helminti
Z jinych tiid i dal$i tasemnice, M. expansa. Vysledky tudiz naznacuji, Ze v metabolismu
1é¢iv existuji mezidruhové rozdily nejen mezi tfidami helmintt, ale i mezi pfibuznymi
druhy. Tasemnici H. diminuta tedy nelze povazovat za idealni modelovy organismus

pro studium biotransformace 1é¢iv u tasemnic.
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5 ZAVER

Studium biotransformace a transportu xenobiotik u helminti, kterému jsme se

vénovali v nasich experimentech, rozsitilo stavajici znalosti a ptineslo nové informace o

obrané¢ helmint proti i€inku cizorodych latek, v¢etné 1¢€iv.

1)

2)

Dicrocoelium dendriticum

Prostfednictvim svych biotransforma¢nich enzyma metabolizuje 1éCiva ze
skupiny benzimidazolt (ABZ, FLU, MBZ). FLU a MBZ jsou
biotransformovany cestou redukce a nasledné konjugovany s methylem.
Nalezeni methylderivati u D. dendriticum je unikatni, protoze tento typ reakce
nebyl doposud u zadného helminta pozorovan.

Oxidace ABZ potvrdila, ze oxidacni reakce hraji diilezitou roli i u helmintd,
ackoli se puvodné predpokladal opak. Pokusy navrzené k odhaleni enzymd,
které jsou za oxidaci ABZ zodpovédné, nepitimo dokazaly ucast FMO. Dale byl
u tohoto parazita zkoumdn modulacni vliv ABZ a ABZ.SO na aktivitu
oxidacnich enzymi a oxidaci ABZ. Zatimco oxidace ABZ ovlivnéna nebyla,
zvySeni aktivity nékterych oxidaénich enzym@ muze souviset s ochranou
parazitl proti oxidacnimu stresu zpuisobenému témito latkami.

Kromé biotransformace 1é¢iv je dalSim faktorem ovliviiujicim Uc¢innost léciva
jeho transport do/z téla paraziti. Studium mechanismu transportu ABZ a
ABZ.SO potvrdilo dulezitost pasivni difuze a poukédzalo na ucast aktivniho

transportu ABZ do téla motolic a aktivniho exportu ABZ i ABZ.SO.

Haemonchus contortus

Ma schopnost redukovat FLU a nasledné konjugovat parentni 1é¢ivo i
redukovanou formu FLU s glukézou. Redukce FLU mize byt snizena pouzitim
inhibitord zfad specifickych substrati redukénich enzymi (menadion,
pyridinkarboxaldehyd, u rezistentntho WR kmene i metyrapon). Jedinci
z rezistentnich kment vytvareli prokazatelné vétsi mnozZstvi metaboliti FLU nez
citlivi jedinci. ZvySend aktivita enzymu podilejicich se na téchto detoxikacnich
procesech miize parazity ochranovat pied negativnim U¢inkem 1é¢iv, a tudiz

ptispivat k 1ékové rezistenci H. contortus.
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3)

Naopak vysledky in vitro testu vyvoje larev naznacuji, ze FLU muze byt pro
kontrolu rezistentnich kmend H. contortus efektivn€j$i nez ostatni
benzimidazoly. Je vSak tieba mit na paméti, ze ucinek FLU byl zkouman pouze
na larvach, ne na dospélcich. Vysoka uc¢innost FLU na larvy rezistentniho
kmene muiize souviset s niz§i aktivitou biotransformacnich enzymi, podilejicich
se na metabolismu FLU, u larev nez u dospé€lc.

Transportni studie neprokazaly pfitomnost aktivniho transportu FLU do téla
parazitii ani aktivniho exportu ven z téla nejen u citlivych, ale i rezistentnich
kmeni. Z toho vyplyvd, Ze zmény transportnich procesit se u H. contortus

nepodili na vzniku lékové rezistence.

Hymenolepis diminuta

Je stejné jako ostatni zkoumani helminti schopnéd snizovat negativni ptisobeni
cizorodych latek, vcetné 1éCiv, prostiednictvim vlastniho enzymového aparatu.
Byla prokazana aktivita oxida¢nich, karbonylredukujicich i konjuga¢nich
enzymil.

Metabolizuje anthelmintika cestou redukce (FLU, MBZ) a methylace (FLU).
Ackoli byla stanovena aktivita nckterych oxidac¢nich enzymi, oxidace
anthelmintik pozorovana nebyla. Je tedy zfejmé, Ze 1 u helmintl existuji
mezidruhové rozdily v biotransformaci anthelmintik, a to nejen mezi tfidami

helmintt, ale i mezi blizce pfibuznymi druhy v ramci jedné skupiny.
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7.4 Seznam zKkratek

11B8-HSD
30-HSD
AAD
ABC transportéry
ABZ
ABZ.SO
ABZ.S0,
AcCoA
Ag
AChE
AKR
ANTU
BCRP
BR

CAT
CBR
C-GPx
C-SOD
CYP
DALY
ECOD
EC-SOD
EF
FBZ
FLU
FLU-H
FLU-R
FMO
GPx
GR

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa
3a-hydroxysteroiddehydrogenasa
amino-acetonitrilové derivaty
,»ATP-binding cassette transporters*
albendazol

albendazolsulfoxid
albendazolsulfon

acetylkoenzym A

antigen

acetylcholinesterasa
aldo-ketoreduktasy
a-naftylthiourea

,breast cancer resistant protein‘

kmen Haemonchus contortus rezistentni viuci benzimidazolovym

anthelmintikim

katalasa

karbonylreduktasa

cytosolicka glutathionperoxidasa
cytosolickd superoxiddismutasa
cytochrom P450
»disability-adjusted life years®, ztrata zdravého roku zivota
ethoxykumarin-O-deethylasa
extracelularni superoxiddismutasa
faktor ucinnosti

fenbendazol

flubendazol

hydrolyzovany flubendazol
redukovany flubendazol

flavinové monooxygenasy
glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa
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GSH
GSSG
GST
HPLC
Ig

IL

ISE
ISE-S
LC/MS
LC50

LC99

LDT
MBZ
MBZ-R
MDR
MRP
M-SOD
MTZ
NADPH
nAChR
NK bunky
OXF
P-gp
P-GPx
Phe
PH-GPx
Prx

Px

RF

ROS
SNP
SOD

glutathion

oxidovany glutathion

glutathion-S-transferasa

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

imunoglobulin

interleukiny

citlivy kmen Haemonchus contortus

kmen Haemonchus contortus rezistentni vici ivermektinu

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

koncentrace anthelmintika inhibujici vyvoj vajicek na L3 larvy u

Haemonchus contortus z 50 %

koncentrace anthelmintika inhibujici vyvoj vajicek na L3 larvy u

Haemonchus contortus z 99 %

test vyvoje larev

mebendazol

redukovany mebendazol
,multidrug resistance protein‘
,multidrug resistance associated protein‘

mitochondrialni superoxiddismutasa

metimazol

nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nikotinovy receptor pro acetylcholin

bunky oznacované jako ptirozeni zabijeci (,,nature killer*)

oxfendazol

P-glykoprotein

plazmatické glutathionperoxidasa

fenylalanin

fosfolipid-hydroperoxid glutathionperoxidasa

peroxiredoxiny

peroxidasa

faktor rezistence
reaktivni kyslikové radikaly
jednonukleotidovy polymorfismus

superoxiddismutasa
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TBZ thiabendazol

TCBZ triklabendazol

TCBZ.SO triklabendazolsulfoxid
TCBZ.S02 triklabendazolsulfon

TGR thioredoxin-glutathionreduktasa
Th bunky pomocné T bunky

Trx thioredoxin

TXrR thioredoxinreduktasa

Tyr tyrosin

UglcT UPD-glukosyltransferasa

UGT UDP-glukuronosyltransferasa
WHO Svétova zdravotnicka organizace
WR kmen Haemonchus contortus vykazujici viceCetnou rezistenci k

benzimidazolim, ivermektinu, rafoxanidu a klosantelu
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