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Nazev disertacni prace
METABOLISMUS A UCINKY NOVYCH ANTHELMINTIK U HELMINTU A JEJICH
HOSTITELU

Onemocnéni zpisobené helminty, tzv. helmintézy, jsou jednim z nejvétsich
problémi ve veterindrni i humanni mediciné. Tyto nakazy se 1é¢i anthelmintiky,
avsak jejich uc¢innost neni ¢asto dostatecna kvili rezistenci helmintl viici béZnym
anthelmintikiim. Celosvétové rozsireni resistence helmintii vedlo k vyvoji novych
1é¢iv, ktera maji odliSny mechanismus uc¢inku nez léciva dosud pouZivana.
Monepantel (MOP) patii do nové tridy anthelmintik, zndmé jako amino-
acetonitrilové derivaty (AAD) s ucinkem na nikotin-acetylcholinové receptory. MOP
byl schvéalen ve veterinarni praxi v Ceské republice v roce 2011 pro terapii
gastrointestindlnich onemocnéni, ktera jsou zptlisobena hlisticemi. Komercné je
vyrabén pod nazvem Zolvix® od firmy Novartis AG.

Cilem predloZené disertacni prace bylo studovat metabolismus a u¢inky MOP
a jeho derivatli za ucelem prispét ke globdlnimu vyzkumu na tomto poli.
V experimentech byly jako zastupci hlistic pouzity Vlasovky slézové (Haemonchus
contortus, citlivy kmen ISE a rezistentni kmen WR) a jejich hostitelé ovce (Ovis spp).
V ramci studie byly identifikovany metabolity MOP in vitro v ov¢ich hepatocytech, in
vivo v moci a trusu ovci, a ex vivo v dospélcich H. contortus. Dale byly identifikovany
metabolity 1. a II. faze biotransformace dalSich zastupcii AAD in vitro v ovcich
hepatocytech. Metabolické drahy MOP a jeho derivatt byly vzajemné porovnany jak
mezi sebou, tak i v riiznych testovanych systémech. V druhé ¢asti disertacni prace
byl studovan modula¢ni vliv MOP na aktivitu a expresi cytochromti P450, hlavnich

biotransformacnich enzymit, a byl zjiStén vyznamny induk¢ni ucinek MOP na



CYP3A24.V neposledni radé byl také testovan ucinek MOP a jeho derivatii na nizsi
vyvojova staddia H. contortus. Soucasné informace o MOP dostupné z literarnich
zdroju i ziskané nasimi experimenty byly zpracovany do prehledného odborného
clanku (review).

Vysledky disertacni prace rozsirily poznatky o nové tiidé anthelmintickych
1é¢iv. Poznani metabolickych drah, odhaleni indukéniho uc¢inku i doplnéni informaci
o anthelmintické ucinnosti MOP a jeho derivatl je velmi dileZzité pro bezpecnou
terapii i posouzeni rizika vyvoje lékové resistence helminti a mize tak vést ke

zlepSenti a zefektivnéni anthelmintické 1écby.
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Title of Doctoral Thesis
METABOLISM AND EFFECTS OF NEW ANTHELMINTIC DRUG IN
HELMINTHS AND ITS HOSTS

Diseases caused by helminths, called helminthoses, are one of the most serious
problems in veterinary and human medicine. These diseases are treated by
anthelmintics but their effectiveness is often not sufficient due to resistance of
helminths against common anthelmintics. The global anthelmintic resistance
encouraged the developing of new drugs with a different mode of action.
Monepantel (MOP) belongs to a new class of anthelmintic drugs known as amino-
acetonitrile derivatives (AADs) that act on the nicotinic acetylcholine receptors. In
2011, MOP was approved for the treatment of gastrointestinal diseases caused by
nematodes in the veterinary practice in the Czech Republic. It is produced
commercially under the trade name Zolvix® (Novartis AG).

The aim of this doctoral thesis was to study metabolism and effects of MOP
and other AADs in order to contribute to the global research in this field. For this
purpose, adults nematodes Haemonchus contortus (the sensitive strain ISE and the
resistant strain WR) and its hosts Ovis spp. were used. In this study, metabolites of
MOP formed in vitro (in ovine hepatocytes), in vivo (in urine and faeces from sheep)
and ex vivo (in living nematodes) were identified. Furthermore, metabolism of the
other AADs were also studied in vitro in ovine hepatocytes. Metabolic pathways of
the MOP and its derivatives were compared with each other and in different model
systems. In the second part of the doctoral thesis, the modulatory effect of MOP on
the activity and expression of cytochromes P450 (CYP), main biotransformation

enzymes, was studied in target species- sheep. Significant inducing effect of MOP on



the CYP3A24 was detected. Last but not least, the efficacy of MOP and its derivatives
against lower developmental stages of H. contortus was tested. Current information
about MOP, available from literary sources and obtained also from our experiments,
were processed to the review article.

The obtained results of this doctoral thesis extend the knowledge about
AADs, new class of anthelmintic drugs. The information about metabolic pathways,
CYP induction and efficacy of MOP and its derivatives is very important for the safety
of therapy and evaluation of risks of drug-resistance development in helminths. It

may lead to improvement and streamlining of helminthosis treatment.
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1 0UvoDp

Jeden z problémt v zemédélstvi a v humanni mediciné je boj proti parazitujicim
cervim, plvodcim tzv. helmintéz. Jedinym dostupnym prostiedkem proti
helmint6zam je farmakoterapie a farmakoprofylaxe provadéna s vyuZzitim vhodnych
anthelmintik, na které se vSak ¢asto po dlouhodobém uZzivani podobnych 1éCiv vyviji
resistence (Gobert a Jones, 2008; Papadopolous et al., 2008). Ta je celosvétové velmi
zavaznym problémem a zptlisobuje rozsahlé ekonomické ztraty. Situaci vSeobecné
komplikuje maly pocet vhodnych 1éCiv a omezend znalost schopnosti parazita
biotransformovat pouzivana anthelmintika.

Pro terapii helmintéz se v soucasnosti vyuZzivd nékolik anthelmintik
rozdélenych do nasledujicich skupin: benzimidazoly (napft. flubendazol, albendazol,
fenbendazol), imidazothiazoly (napt. levamizol), makrocyklické laktony (napf.
ivermectin), anthelmintika ze skupiny pyrazinoisochinolinli (napt. prazikvantel) a
dalsi. Novou tiidou anthelmintik jsou amino-acetonitrilové derivaty (AAD). AAD
slouceniny spliiuji poZadavky pri terapii helmint6z u hospodarskych zvirat: maji
nizkou toxicitu, priznivé farmakokinetické vlastnosti a Siroké spektrum ucinku proti
plisobeni helmintii u ovci a skotu (Kaminsky et al, 2008). V této dobé je jedinym
schvalenym lécivem ze tiidy AAD monepantel (MOP). Ackoli je MOP pouZivan ve
veterinarni praxi od roku 2010, informace o jeho metabolismu a ucincich nebyly
dostate¢né. Proto jsme se rozhodli metabolismus MOP a dalSich AAD studovat a
chybéjici informace doplnit.

Ziskani novych poznatkii o metabolismu novych anthelmintik u
parazitujicich ¢ervii a u zdravych hostitelii prispéje k objasnéni obrannych systémii
parazitli a mechanismi vyvoje helmintoresistence. Mapovani a pochopeni téchto
procesti by mohlo vést k vyvoji novych agens zabranujicich adaptaci paraziti na
plisobeni anthelmintika a prineslo by zefektivnéni a zvyseni ucinnosti terapie

helmintoz.

10



r sl

2 TEORETICKA CAST

2.1 Helmintozy

Mezi nejrozsirenéjsi chronickd onemocnéni hospodarskych zvirat patii infekce
vyvolané parazitickymi cervy, tzv. helmint6zy. Ty jsou zplisobené organismy, které
zahrnuji dvé hlavni skupiny (kmeny) mnohobunécnych cervi: ploSténci
(Neodermata) a hlistice (Nematoda). Neodermata slucuji vétSinu parazitickych
skupin ploSténcii, mezi které patii motolice (Trematoda), tasemnice (Cestoda) a
povrchu pri preméné prvni larvy na nasledujici stadium, kdy se cyliarni bunky
nahrazuji tegumentem (aciliarni povrchové syntetikum). Tento tegument, nazyvany
také neodermis, je metabolicky velmi aktivni a slouzi k traveni a pienosu Zivin a

k ochrané parazita pied vnéjsim prostiredim (Volf a Horak, 2007).

helminti —— plosténci (Neodermata) ——— — motolice (Trematoda)

hlistice (Nematoda) — tasemnice (Cestoda)

Zabrohlisti (Monogenea)

Mezi nejzavaznéjsi trematodozy vyskytujici se u hospodarskych zvirat patri
infekce zpiisobené parazitem Fasciola hepatica (Motolice jaterni), Fascioloides
magna (Motolice velkd) a Dicrocoelium dendriticum (Motolice kopinatd). Prvnim
hostitelem jsou mékkysi, vétSinou plzi a méné casto mlzi. Motolice parazituji témér
ve vSech organovych soustavach, predevsim v jatrech. Tyto druhy parazitd ptisobi
velké ekonomické ztraty a hospodarské skody v chovech domacich prezvykavct
(zejména ovci, kde snizuji prirtistky a produkci mléka) (Volf a Horak, 2007).

Dalsi skupinou jsou tasemnice (Cestoda), které maji Zivotni cykly s nékolika
mezihostiteli a mistem lokalizace dospélcti je travici soustava obratlovci. Infekce je
vZzdy peroralni a pii prenosu na jednotlivé typy hostitelli tedy vyuzivaji potravni
Fetézec. Mezi kosmopolitné nejrozsirenéjsi tasemnice, které jsou prendseny na
pastvinach, patfi Taenia solium (Tasemnice dlouhoclenna), Taenia saginata
(Tasemnice bezbrannd) a Echinococcus granulosus (MéchoZil zhoubny).

Zabrohlisti (Monogenea) je rozsifenad skupina helmintd parazitujici

predevsim na rybach, kde mohou byt nebezpecnymi patogeny (Volf a Horak, 2007).
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Druhym hlavnim kmenem helminti jsou hlistice (Nematoda), které se
vyznacuji stavbou téla prizplisobenou parazitovani, zejména kutikularnimi zuby.
Dospélci hlistic parazituji v obratlovcich a jsou lokalizovani nejcastéji v travicim
traktu (Volf a Horak, 2007). Vyznamni gastrointestinalni paraziti domacich i
divokych prezvykavcl patii do celedi Trichostrongylidae a zejména do rodi
Ostergia, Cooperia, Haemonchus, Teladorsagia, Nematodirus a dalSich (Saddiqi et al.,
2011).

Vysoce patogenni a hospodarsky vyznamné onemocnéni, haemonchoéza,
miiZe byt zplisobovand Haemonchus contortus, H. similis, H. longistipes a H. placei
(Mortensen et al, 2013). VSechny druhy parazituji ve slézu (Obr. 1), zplsobuji
anémie a miiZzou zpulsobit smrt u silné infikovanych zvirat (Githigia et al, 2001).
Ackoli jsou tyto infekce ¢astéjsi u ovci a koz, miiZou se vyskytovat i u dalsich druhti
sudokopytnikd, jako jsou dobytek, jeleni, antilopy, bizoni, velbloudi nebo Zirafy. Rod
Haemonchus pochazi z Afriky s bazalni diverzifikaci v antilopach nasledovany
vyvojem v dalSich hostitelskych druzich sudokopytnikii (Hoberg et al., 2004).
Domestikovani zvifat nasledované jejich transportem vedlo k rozsireni infekce po
celém svété. Nasledkem toho se stavaji z plivodné tropickych a subtropickych
parazitli organismy Zzijici v mirnych klimatickych podminkach v Evropé (Jackson
and Coop, 2000; Hoste et al., 2002). Vyskyt a intenzita infekce je vyrazné ovlivnéna

vékem zvirat, rozlohou pastvin, vyZivou a celkovym zdravotnim stavem.

Obr. 1 Napadeny ovci sléz helminty Haemonchus contorus (foceno Prof. RNDr. Jifim

Lamkou, CSc. na Farmaceutické fakulté v Hradci Krdlové, Ceskd republika).
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2.2 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus je Vlasovka slézova (10-30 mm) parazitujici ve sténé Zaludku
prezvykavci. Vyvoj této hlistice je pfimy, tedy bez mezihostitele. Z vajicek se za
ptiznivych podminek vyvijilarvy L1, které se lthnou v pribéhu 14 az 17 hodin. Larvy
se dvakrat svlékaji a stadia L3 dosahuji mezi 6. a 8. dnem. Zivotni cyklus Haemonchus
contortus u malého prezvykavce je znazornény na Obr. 2. K nakaZeni dochazi
peroralné infek¢nimi larvami L3. Ty pronikaji do stény Zaludku, kde dospivaji do 4.
larvalniho stadia. Patogenni jsou larvy 4. stadia a dospéli Cervi, ktefi saji krev.
Pohlavné zralé nematody se na sliznici volné pohybuji a prichycuji se pouze pri sani
krve za pomoci kyjovitého zubu, ktery je umistén v tstni kapsuli. Onemocnéni se
projevuje 1ézemi ve slézu, ztratou erytrocytd, poruchami kostni diené a ztratou
hmotnosti. Mezi klinické projevy patii nechutenstvi, priijem nebo zacpa a celkova
slabost (Jurasek a Dubinsky, 1993). Diagnostika onemocnéni je provadéna
koprologicky pocitanim vajicek v trusu nebo identifikaci larev L3 podle vytvorené

kutikuly a podle délky chvostového konce larev (Letkova et al., 2010).
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Obr. 2 Zivotni cyklus Haemonchus contortus u malého prezvykavce (Fernandez, 2011).

2.3 Imunitni odpovéd’ na parazita a jeho ochrana
Pfi migraci a prezivani helminta v cilovych tkanich je potfeba eliminovat zejména
utoky hostitelského imunitniho systému. Na urovni morfologickych struktur

helminta patfi mezi nejstarsi zndmé moznosti molekularni maskovani a mimikry.
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Maskovani predstavuje proces zabudovani hostitelskych molekul do povrchovych
struktur helminta tak, aby byl tento parazit povazovan imunitnim systémem za
prirozenou soucast hostitele. Jsou to napi. Fc konce imunoglobulinii, cholesterol
nebo a2-makroglobulin. Néktefi z parazitli mohou vybavit své povrchy regula¢nimi
bilkovinami, které inhibuji aktivaci komplementového systému a brani sestaveni
membranolytického komplexu MAC. Helminti mohou také na povrch transportovat
rizné enzymy, které napomahaji v odstranovani imunitné atraktivnich antigent i
navazanych protilatek. U gastrointestinalnich nematod (GIN) jsou do prostredi mezi
parazitem a povrchem hostitele secernovany rozmanité biologicky aktivni latky -
proteolytické enzymy. Ochranu parazitim pied proteolytickymi obrannymi
mechanismy ze strany hostitele poskytuji inhibitory proteolytickych enzymf.
Parazitarni helminté jsou také schopni odvrhovat ¢asti svych povrchovych struktur,
jsou-li vystaveni imunitni odpovédi. Po vazbé nékteré ze solubilnich slozek
imunitniho systému jsou jesté pred jejich funkénim pisobenim povrchové
komplexy odhozeny, a tak je zabranéno pusobeni daného faktoru (Krejsek a
Kopecky, 2004; Volf a Horak, 2007; Sutherland a Scott, 2010).

GIN indukuji v hostiteli tvorbu specifickych protilatek v tridé IgE, které jsou
odpovédné za imunopatologickou reaktivitu I. typu (Kooyman et al, 1997). Ve
sliznicich jsou akumulovany zZirné bunky s navazanymi IgE protilatkami, které jsou
po interakci s parazitarnimi antigeny degranulovany. V tkanich a periferni krvi je
obvykle vyrazna eozinofilie (Rainbird et al., 1998; Balic et al., 2006). Latky uvolnujici
se z eozinofild v disledku degranulace, kterd je indukovand parazity, ptsobi
cytotoxicky na GIN, ale jsou také pri¢inou poskozeni tkani hostitele. Popsana
imunitni odpovéd na infekci GIN odpovidd zvySené aktivité subseti TH2 T

lymfocyti (Jankovic et al., 2001).

2.4 Terapie helminto6z

K terapii parazitarnich infekci se v soucasnosti pouZziva fada anthelmintik, ktera
muiiZeme rozdélit do nékolika skupin podle mechanismu t¢inku, chemické struktury
(Tabulka 1) nebo podle druhu helminta, na kterého ptlisobi. V nasledujicim vyctu se

budeme zabyvat pouze lécivy plisobicimi proti GIN.
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Aby 1é¢ivo bylo u¢inné, musi proniknout skrz tvrdou vnéjsi kutikulu parazita,
nebo ziskat pristup do jeho zaZivaciho traktu v dostate¢né koncentraci, coz miize
byt velice obtiZné.

Benzimidazolova anthelmintika jsou nejrozsahlejsi skupinou antinematod
odvozenou od jediné chemické struktury. Plisobi i na Cestoda a Trematoda. Existuje
jich cela rada, ale mezi nejznaméjsi patti albendazol (ABZ) a thiabendazol (THB).
Brown et al. (1961) poprvé demonstroval uc¢inek THB proti fadé GIN. Mechanismus
ucinku je zaloZen na inhibici S-tubulinovych subjednotek pti tvorbé mikrotubuli
s naslednou inhibici tvorby adenosintrifosfatu a tedy nedostatkem energie, coZ vede
k hynuti dospélych paraziti i jejich vyvojovych stadii. Benzimidazoly maiji
mnohonasobné vétsi afinitu k parazitarnimu typu f-tubulinu nez k savéimu, a proto
nedochazi k vedlejSim uc¢inklim na oSetfovaném zvitreti (Kohler, 2001; Lamka a
Duchacek, 2006).

Imidazothiazoly spolecné s tetrahydropyrimidiny patii do jedné rodiny
anthelmintik se stejnym mechanismem ucinku. Funguji jako agonisté nikotin-
acetylcholinovych receptori ve svalech cervl. Zvysuji vodivost membrany a
zplsobuji jeji depolarizaci tim, Ze oteviraji neselektivni iontové kanaly pro draselné
i sodikové ionty. Dochazi ke kontrakci svaloviny a nasledné ke spastické paralyze.
Do této skupiny anthelmintik patii napt. levamizol, morantel a pyrantel, které maji
pouze antinematodni ucinky (Martin, 1997; Lamka a Duchacek, 2006). Prvotnim
Clenem byl tetramizol, aminothiazolovy derivat, u kterého byla pozorovana
anthelminticka aktivita proti tfem riznym druhtim parazitt u kurat (Thienpont et
al, 1966). Tetramizol je racemicka smés. Po chirdlni separaci se zjistilo, Ze
vyznamny protiparazitarni u¢inek ma L-isomer, ktery je v soucasnosti komercné
vyrabén jako levamizol (Sutherland a Scott, 2010).

Makrocyklické laktony se déli na avermektiny a milbemyciny. Skupina
avermektind, ktera byla poprvé popsana v roce 1979, je fermentacnim produktem
aktinomycety rodu Streptomyces avermitilis a nejvyznamnéjsSim anthelmintikem
této skupiny je ivermektin. Do skupiny milbemycinii patii moxidektin. Ten je
odvozeny od nemadektinu, ktery je fermentatnim produktem Streptomyces
cyanogriseus noncyanogenus (Shoop et al, 1995; Sutherland a Scott, 2010). Maji
antinematodni uc¢inek a na parazita ptisobi stejnym mechanismem. Ten byl zpocatku

spojovan s ovlivnénim GABA (kyselina y-aminomaslend) neurotransmise na
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nervovych vldknech parazitli, avsak posledni studie priradily vyznamnéjsi roli
glutamatu na receptorech ovladajicich chloridové kanaly (Prichard, 2001).

Mezi dalsi pouzZivana antinematoda ve veterinarni praxi patfi emodepsid,
derkvantel nebo Kklosantel. VSechna léciva pulsobi proti GIN, ale s jinym
mechanismem ucinku. Jedna se o latky zasahujici do metabolismu parazita nebo
majici u€inek na jeho nervovy systém (Sutherland a Scott, 2010).

Mnohacetné 1ékové resistence jsou v soucasné dobé dokumentovany pro
vSechny tridy anthelmintik, coZ se stalo velkym problémem pro chovatele
prezvykavcl po celém svété. ZvySeny vyskyt resistence helmintli prispél k vyvoji
nové tridy anthelmintik, AAD. Jedna se o slouceniny s nizkou molekulovou
hmotnosti, které vznikaji reakci alkylfenolu s chloracetonem, Streckerovou
syntézou, a naslednou acylaci aminu s arylchloridem (Kaminsky et al., 2008).
V soucasnosti je jedinym schvalenym lé¢ivem ze tridy AAD MOP, komercné nazvany
Zolvix® od firmy Novartis AG. Vyskytuje se ve dvou enantiomernich formach, z nichz
S-enantiomer je biologicky ucinny (Ducray et al, 2008). S objevem genu acr-23
v Caenorhabditis elegans bylo mozné identifikovat homologni gen citlivy pro AAD i
u H. contortus, ktery byl nazvan mptl-1. MOP plisobi pravé na specificky receptor
nikotin-acetylcholinu mptl-1 u nematod (Kaminsky et al., 2008; Rufener et al., 2009).
Tento receptor neni pritomen u savcy, a proto pro né neni toxicky (Rufener et al,
2009).

Kombinace dvou nebo vice anthelmintik z rtiznych rodin do jednoho vyrobku
muze vést k rozsireni spektra a zlepseni ucinnosti. Dobson et al. (2011) testoval
ucinnost MOP v kombinaci s dal$imi anthelmintiky na T. circumcincta a H. contortus.
Mezi nejlepSi mozZnosti 1écby byl zarazen MOP se smési anthelmintik
(benzimidazoly, levamizol a abamektin) nebo MOP s moxidektinem. Piestoze byla
potvrzena zvySend anthelmintickd ucinnost kombinaci 1é¢iv, s nejvétsi
pravdépodobnosti nebude v praxi vyuzivana z divodu vysoké nakladovosti (Dobson
etal, 2011).

Mezi alternativni 1é¢bu helmintéz patii pouziti oxidu médnatého nebo
riznych extrakti z rostlin. Uz malé mnoZstvi oxidu méd'natého (2,5 - 5 mg) podané
ovcim dokaze redukovat pocet H. contortus (Knox, 2002), avSak s negativnim
ucinkem na brezi samice (Burke et al., 2005). Z rostlinnych extraktd byly testovany

kondenzované taniny (Paolini et al., 2003), které meély anthelminticky uc¢inek jak na
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H. contortus tak i na T. colubriformis. Dale byla testovana Calotropis procera
(Athanasiadou et al,, 2000) se stejnym redukujicim d¢inkem na H. contortus (Igbal
et al,, 2005). Tyto rostliny mohou byt slibnou budoucnosti pro 1é¢bu helmintéz.

V disledku nartstu 1ékové resistence se obnovil velky zajem najit funkcni
vakcinu. Videalnim pripadé by méla mit vysokou u€innost a byt komerc¢né dostupna
ve veterinarni praxi. Zatim nejslibné;jsi vakcina pro malé prezvykavce je zaloZena na
tzv. skrytém antigenu, specificky cilena pro H. contortus (Knox et al., 2003). Skrytym
antigenem se rozumi ten, ktery neni hostitelem rozeznavan a nevyvolava imunitni
reakci pri béZzné infekci. Jedna se o epitelidlni bunky traviciho traktu Vlasovky
slézové (Getachew et al, 2007). Pozdni stadia a dospéli jedinci H. contortus po nasati
krve hostitele vyvolaji imunitni odpovéd, ktera ma negativni dopad na helminta
(Knox et al., 2003). V soucasnosti se vsak jesté nepodarilo ji zaradit do veterinarni

praxe.

Tabulka 1 Rozdéleni do skupin a struktury jednotlivych anthelmintik.

Albendazol N>7Nj N
Benzimidazolova N/ "

anthelmintika H ]
Thiabendazol C[N)—(NQ
Imidazothiazolova
Levamizol
anthelmintika
Makrocyklické

Avermektiny | Ivermektin
laktony
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2.5 Helmintoresistence

Prvni pripad benzimidazolové resistence u ovci se objevil na farmé v Cheshire

priblizné po dvaceti letech od zavedeni THB na trh ve Velké Britanii (Britt, 1982).

Nasledné Cawthorne & Cheong (1984) testovali ovce na jihu Velké Britanie a

evidovali rezistenci H. contortus na THB u 13,5 % testovanych farem. V osmdesatych

letech minulého stoleti se resistence zacala objevovat po celé Evropé i na dalsi

anthelminticka lé¢iva (levamizol, ivermektin, moxidektin) (Sutherland a Scott,

2010). Coles et al. (2006) definoval, Ze resistence nastava pri vyznamném sniZeni

odpovédi na 1é¢bu a je definitivné prokazana, kdyZ lécba pri podani maximalni

davky léciva, které je hostitel schopen tolerovat, nevykazuje Zadny ucinek. SniZeni

odpovédi mize probihat nékolika moznymi zplisoby. Mlizeme mezi né zaradit

dédicny pokles ucinnosti anthelmintika proti parazitiim, ktefi jsou obecné citlivi na

dané lécivo (Shalaby, 2013). CoZ znamena, Ze vyvoj resistence probiha predavanim
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rezistentniho genu na nasledujici generaci. Benzimidazolova resistence je spojovana
s mutacemi v S-tubulinu (Lacey a Gill, 1994). Prvni popsanou zménou byla zdména
200. aminokyseliny tyrosinu za fenylalanin u izotypu 1 S-tubulinu (Kwa et al., 1994;
Elard et al, 1996). Existuji vSak i rezistentni populace parazitli, u kterych je
fenylalanin na 200. aminokyseliné zachovan, ale dochazi k mutaci na 167. pozici
(Prichard, 2001). U malych piezvykavcii se obecné anthelminticka resistence (AR)
zacala stavat ¢im dal tim vétSim problémem (Jackson a Coop, 2000) a to zejména u
rodt Teladorsagia, Haemonchus a Trichostrongylus (Papadopoulos et al., 2010).

V soucasné dobé se ve vyzkumu pouzivaji riizné citlivé kmeny H. contortus na
dana lé¢iva. Radime mezi né kmeny citlivé SE (Susceptible Edinburgh), které byly
izolovany v dobé pred nasazenim anthelmintik. Postupnym kiiZenim vznikl citlivy
kmen ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) a rezistentni kmen IRE (Inbred Resistant
Edinburgh) (Roos et al, 2004). DalSim hodné uzZivanym kmenem je WR (White
River), ktery byl ziskdn z farem v Jihoafrické republice a je u néj prokazana
resistence na benzimidazolova anthelmintika, ivermektin, rafoxanid a na klosantel

(van Wyk a Malan, 1988).

2.5.1 Priciny a prevence
Soucasnym trendem je komplexni profylakticka terapie celého stada nebo selektivni
terapie klinicky nemocnych zvirat provadéna ve spolupraci veterinare a chovatele.
Avsak nadmérna aplikace nebo Casté pouZiti stejné skupiny anthelmintik podporuje
vyvoj rezistentnich kment paraziti a dochazi tak k ekonomickym ztratam. Proto je
potieba dbat na spravné zachazeni a pouZzivani 1éc¢iv (Taylor a Hunt, 1989). Existuji
dlikazy, Ze resistence se vyviji Castéji v regionech, kde jsou hospodarska zvirata
pravidelné anthelmintiky 1lécena. DalsSim faktorem vzniku resistence je
poddavkovani, coZ miize zpiisobit preziti vice odolnych jedincti (Smith, 1990).
Neméné diileZitou roli hraje rozdilna biologicka dostupnost v riznych hostitelskych
druzich, ktera je zasadni pri rozhodovani o spravné terapeutické davce (Getachew
etal, 2007).

Mezi preventivni opatreni patfi napr. pouZiti biologické ochrany, strategie
pastvy nebo piisnd karanténni opatfeni u novych prirtstki. Kazda z moznosti
prevence by méla byt vyuZzita, aby se minimalizovalo pouziti anthelmintickych 1é¢iv

a predeslo se tak vyvoji helmintoresistence (Getachew et al.,, 2007).
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Prikladem biologické ochrany proti GIN je pouziti nékterych druht
nematofagnich hub s potencidlem sniZeni larvalni populace na pastviné. Jsou to
pldni organismy mikroskopickych rozméra. Byly identifikovany dvé hlavni skupiny
téchto hub: houby, které produkuji adhezivni nebo neadhezivni pasti na nematody
(Obr. 3) a endoparazitické houby, které infikuji nematody nebo jejich vajicka. Mezi
tyto houby patii Drechumeria coniospora a Harposporium anguillulae, které piisobi

proti H. contortus, zatimco Arthrobotrys oligospora a A. robusta jsou houby majici

vliv na ostatni druhy Haemonchus (Larsen, 2000).

Obr. 3 Ukdzka adhezivni (a) a neadhezivni (b) parazitdrni pasti u houby

(ihavemeaning.livejournal.com).

Studie ve vlhkych tropickych klimatech prokazaly, Ze nejvyssi koncentrace
larev H. contortus a Trychostrongylus byla na pastvé priblizné jeden tyden po
kontaminaci a béhem deviti tydnt klesla na sotva zjistitelnou hladinu. Stiidani
hostitelskych druhti na pastvinach, stridani samotnych pastev a jejich obdélavani,
zvirata (Banks et al., 1990).

Prijeti prisnych karanténnich opatieni by mélo byt zavedeno pro vSechny
nové prirastky do hospodaiského chovu. Probihat by mélo v suchém prostiedi, kde
je mozné Casté cisténi vybéhu. Nasledovat by mél 24 hodinovy pist a preléceni
zvitete trojitou po sobé jdouci davkou anthelmintik (moxidecin, levamizol, ABZ) a
provedenim testu redukce poctu vajicek v trusu (FECRT; Faecal Egg Count

Reduction Test) (Fleming et al.,, 2006).
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2.5.2 Diagnostické metody
Velky vyznam vcasného odhaleni 1ékové resistence helmintl vedl k rozvoji Siroké
skaly spolehlivych a standardizovanych deteké¢ni testl pro vyzkumné a diagnostické
ucely (Coles et al., 1992). Pritomnost resistence mize byt detekovana bud pomoci
in vivo testl, které jsou spolehlivé pro vSechna anthelmintika nebo castéji
vyuzivanymi in vitro testy, kdy se méfi vyvoj, rist nebo pohyblivost nematod (Jabbar
et al., 2006). Nejpouzivanéjsi in vivo metodou je test FECRT, ktery je zaloZeny na
zakladé porovnani poctu vajicek helmintl pred 1écbou a v definovanych ¢asech po
oSetreni. Doba odbéru zavisi na pouZité anthelmintické skupiné. Pro pocitani vajicek
v trusu se pouziva McMaster techniky, kdy se urCuje hodnota EPG (Eggs Per Gram)
- pocet vajicek nematod na 1 gram trusu (Letkova et al, 2010). Pokud je sniZeni
procenta poctu vajicek vétsi jak 95 %, pak Ize anthelmintickou lé¢bu povaZovat za
ucinnou a miiZe se v ni pokracovat (Coles et al., 2006). In vitro testy mizeme rozdélit
na dvé skupiny, a to na farmakologické, kde je vysledny efekt dosaZeny primym
plisobenim na fyziologické funkce parazitli, a na biochemické, pri kterych
vyhodnocujeme vliv anthelmintika na nékteré biochemické pochody (napf.
navazani anthelmintika na tubulin larev nebo navazani eserinu na receptory)
(Letkova et al., 2010). Castou in vitro metodou je test lihnuti vaji¢ek (EHT; Egg Hatch
Test), ktery poprvé popsal Le Jambre (1976) a pouziva se na detekci resistence vici
benzimidazolim. Test je zaloZen na ovicidni vlastnosti benzimidazoli a porovnani
schopnosti vajicek vyvijet se v rliznych koncentracich 1éc¢iva (Letkova et al., 2010).
Omezujicim prvkem téchto dvou testl je, Ze jsou schopny detekovat AR, pokud
populace parazitii obsahuje alespon 25 % rezistentnich jedinct (Martin et al., 1989).
Nékolik testl je provadéno na larvalnich stadiich. Patfi mezi né test larvalniho
vyvoje (MALDT; Micro-Agar Larval Development Test), test larvalni motility a
paralyzy. MALDT je zaloZen na schopnosti larev prezivat a vyvijet se v prostredi
s riznou koncentraci anthelmintik (Letkova et al., 2010) a je povazovan za citlivéjsi
nez EHT a FECRT (Dobson et al., 1996).

Vzhledem k tomu, Ze resistence ma geneticky zaklad, nabizi se zde moZnost
vyuziti molekularnich metod pro identifikaci rezistentnich alel. Specificnost sond
pouzivanych pro tyto ucely spolecné s jejich naklady omezuji pouziti v rutinni

diagnostice, a proto se pouZivaji pouze ve vyzkumu (Sutherland a Scott, 2010), kde
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je PCR (polymerazova retézova reakce) schopna detekovat 1 % odolnych jedinct
v citlivé populaci nematod (Roos et al., 1995).

Jednim z dalSich pristupii diagnostiky je systém FAMACHA, ktery byl
vyvinuty jihoafrickou firmou. Je jednou z nejlepSich metod pro sniZeni nutnosti
pravidelnych protihlistovych oSetreni proti H. contortus u ovci, ¢imZ dochazi ke
sniZeni rizika vyvoje resistence a nakladli na 1écbu. Tato metoda je zaloZena na
klinické identifikaci vyvoje anémie u jednotlivych zvirat ve stadé a to
prostrednictvim pozorovani zabarveni jejich spojivkového vaku (Obr. 4) (van Wyk

a Bath, 2002).

FAMACHA®
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Obr. 4 FAMACHA test a jeho hodnotici systém (ziegenzucht-bayern.de).

2.6 Biotransformace xenobiotik
Enzymy metabolisujici xenobiotika urcuji, jak bude dané 1é¢ivo nebo jiné
xenobiotikum biotransformovano. V pripadé anthelmintik maji aktivita enzymu
parazita i hostitele podstatny vliv na farmakoterapii helmint6z. Nap¥t. se zvySenou
aktivitou enzym u hostitele dochazi ke snizeni plasmatické hladiny anthelmintika,
coz mize mit za nasledek selhani farmakoterapie. Tento pokles plasmatickych
hladin ucinnych latek zvySuje Sanci parazitli na preziti po aplikaci 1éciva. Indukce
enzymu u hostitele miize tak neprimo prispivat k rozvoji AR (Geerts a Gryseels,
2000; Cvilink et al., 2009).

Obecnym cilem biotransformace xenobiotik je zména jejich struktury
s omezenim vstupu do dal$ich organti nebo tkani s naslednym sniZenim potencialni
toxicity a usnadnéni eliminace. Na zakladé této zmény vznikaji latky (metabolity),
které maji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti. Této preméné napomdaha trada
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enzymi s rlznou substratovou specifitou. Poznani enzymi, které jsou za
metabolismus xenobiotika zodpovédné, je duleZité pro predpovéd nezadoucich
ucinki a potencialnich interakci (Skalova et al., 2011). Biotransformacni enzymy
jsou Siroce rozsireny v celém organismu a jsou pritomny v nékolika subcelularnich
kompartmentech. U obratlovcii jsou jatra nejbohatSim zdrojem biotransformacnich
enzymu, které se vsak mohou vyskytovat i v Kkizi, plicich, nosni sliznici,
gastrointestinalnim traktu a ve spousté dalSich tkani (Gram, 1980; Farrell, 1987;
Krishna a Klotz, 1994).

Obecné plati, Ze metabolismus xenobotik se sklada ze tri fazi. Oxidace,
redukce nebo hydrolyza xenobiotika patri do 1. faze metabolismu. V tomto kroku se
reaktivni a hydrofilni skupiny odhaluji nebo se zavadéji do molekuly xenobiotika
funk¢ni skupiny, napt. -OH, -NHz, -SH nebo ~-COOH. Vysledkem je predevSim zvySeni
hydrofility a tedy polarity xenobiotika, které byva lépe rozpoznatelné pro
transportni a exkre¢ni systémy. Zavedené funkéni skupiny se stavaji castym mistem
pro pokracujici II. fazi biotransformace (Parkinson, 2001). V druhé fazi mohou
xenobiotika nebo metabolity 1. faize podstoupit konjugac¢ni reakce s endogennimi
latkami. Mezi tyto reakce patii glukuronidace, sulfatace, acetylace, methylace,
konjugace s glutathionem a konjugace s aminokyselinami (Paulson et al,, 1986).
Aktivni transport substrati, metaboliti nebo Kkonjugatli pres membrany,
zprostiedkovany specidlnimi proteinovymi prenaseci, je povazovan za treti fazi
metabolismu xenobiotik.

VSechny tri systémy: enzymy I. faze, II. faze a transportéry slouZzi k detoxikaci
potencialné skodlivych cizorodych latek a jejich aktivity jsou klicové pro ptisobeni
xenobiotik v organismu. Obecné plati, Ze vychozi latky a metabolit nebo konjugat se
lisi jak biologickou aktivitou (vcetné toxicity), tak i chovanim. Vyskyt a ¢innost
enzymi urcuje zpusob a rozsah, jak bude xenobiotikum metabolisovano. Proto tyto
enzymy zasadné ovliviiuji biologické ucinky xenobiotik, které jsou poZzadované, ale

miiZou byt i nezadouci (Testa, 1995).

2.6.1 Reakce 1. faze biotransformace
Oxidace
Cytochromy P450 (CYPs) patii mezi enzymy na prvni misto, pokud jde o

katalytickou vSestrannost (Guengerich, 1991; Waterman a Johnson, 1991). Jedna se
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0 monooxygenasy a jejich zakladni funkci je vazat jeden kyslikovy atom do molekuly
substratu a druhy do molekuly vody (Skalova et al., 2011). Tato reakce se pouziva
jak pro detoxikaci xenobiotik, tak i pro biosyntézu mnoha endogennich latek
(Hamdane et al. 2008). Mohou vykazovat oxidasovou, peroxidasovou i
reduktasovou aktivitu. Nejvyssi koncentrace CYPs se nachazi
v jaternim endoplasmatickém retikulu. Mikrosomalni a mitochondrialni CYPs hraji
klicovou roli v biosyntéze nebo katabolismu steroidnich hormont, Zlucovych
kyselin, vitaminli rozpustnych v tucich a mastnych kyselin. Jedna se o hemové
proteiny. Zelezo v hemu je obvykle ve formé Fe3+. Pokud dojde k redukci na Fe?-,
miiZe na sebe vazat molekulu kysliku nebo molekulu CO (Parkinson, 2001). U
clovéka bylo identifikovdno 57 genli pro CYPs a nalezeno 18 isoforem, které jsou
schopny metabolisovat xenobiotika (Wrighton a Stevens, 1992; Guengerich, 1994;
Nebert et al., 2013).

Flavinové monooxygenasy (FMO) jsou pritomny v mnoha tkdnich predevsim
v jaterni, plicni a ledvinové, a zajistuji predevsim oxidaci xenobiotik obsahujici
pouze jeden heteroatom dusiku, siry nebo fosforu (Ziegler, 1993; Lawton et al.,
1994; Cashman, 1995, 1999; Rettie a Fisher, 1999). Jedna se o membranové proteiny
lokalizované na hladkém endoplasmatickém retikulu. Maji monomerni strukturu a
obsahuji jednu molekulu flavinového koenzymu FAD (flavinadenindinukleotid).
Jsou to mikrosomalni enzymy vyZzadujici pritomnost NADPH nebo NADH, jako zdroj
elektrond, a molekularni kyslik. FMO rodina zahrnuje 5 isoforem (FMO1- FMOS5).
Katalyzuji oxidaci nukleofilnich tercidrnich amini na N-oxidy a sekundarnich a
primarnich amint na hydroxylaminy. Mazou také oxidovat xenobiotika obsahujici
siru (thioly, thioestery nebo thiokarbamaty) (Parkinson, 2001; Huijbers et al,
2014).

Mezi dalsi enzymy podilejici se na oxidaci xenobiotik patii
alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy, molybdenové hydroxylasy,

peroxidasy a dalsi.

Hydrolyza
Hlavni roli v téchto reakcich hraje molekula vody, ktera se jako reak¢ni slozka Stépi
za soucasného Stépeni molekuly substratu. Nebo miize adici vody na molekulu

substratu dochazet k jeho hydrataci (Testa a Kramer, 2008). Mezi enzymy
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hydrolyzy patii napt. karboxylesterasy, cholinesterasy, peptidasy nebo epoxid
hydrolasy. Hydrolyzuji xenobiotika obsahujici funkéni skupinu esterti, amidi,

thioestert, epoxidii, hydrazidi nebo karbamata (Satoh a Hosokawa, 1998).

Redukce

Reduktasy mutzeme délit do tfi hlavnich nadrodin reduktasy/dehydrogenasy
s kratkym retézcem (SDR), se stfedné dlouhym retézcem (MDR) a aldo-
ketoreduktasy (AKR). Redukci podléhaji xenobiotika obsahujici napft. aldehydovou,
ketonovou, azo- nebo nitro- skupinu a muize dochazet bud k enzymové, nebo
neenzymové reakci. Tyto enzymy jsou monomerni a NADPH dependentni, jsou
pritomny v krvi a v cytosolické frakci jater, ledvin, mozku a dalSich tkani. Redukce
azo- a nitro- skupiny probiha ve stievni mikrofl6ie. Reakce je inhibovana kyslikem,
a proto byva anaerobni prostredi vhodné pro tento typ reakci (Parkinson, 2001;
Malatkova a Wso6l, 2014). Redukce aldehydli na primarni alkoholy a ketonli na
sekundarni alkoholy  je katalyzovana alkoholdehydrogenasami a
karbonylreduktasami (Weiner a Flynn, 1989). Témito reakcemi muZou byt

redukovana i xenobiotika obsahujici dusik, siru, halogeny i anorganické slouceniny.

2.6.2 Reakce II. faze biotransformace

Glukuronidace

Konjugace s kyselinou glukuronovou je jedna z hlavnich metabolickych reakci u
savcl s vyjimkou kockovitych Selem (Burchell a Coughtrie, 1992; Mackenzie et al.,
1992; Miners a Mackenzie, 1992; Burchell, 1999; Tukey a Strassburg, 2000).
Kofaktorem je UDP-glukuronova kyselina a reakci katalyzuje UDP-
glukuronosyltransferasa, ktera je lokalizovand v endoplasmatickém retikulu
predevsim v jaterni tkani, ale i v mnoha dalsich tkanich. Zahrnuje pirenos aktivované
a-D-glukuronové kyseliny na substrat. Ty tvoii po glukuronidaci O-, N- nebo S-
glukuronidy podle toho jakou funkéni skupinu obsahuji. Glukuronové konjugaty
xenobiotik a endogennich latek jsou polarni a ve vodé rozpustné, a proto jsou z téla
vylucovany moci nebo Zluci v zavislosti na molekularni hmotnosti (Parkinson, 2001;

Kaivosaari et al.,, 2011).
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Konjugace s glutathionem

Tato reakce vyuZziva jako kofaktor endogenni tripeptid glutathion (y-L-glutamyl-L-
cysteinyl-glycin; GSH) a je katalyzovana glutathion-S-transferasami. Tyto enzymy
jsou pritomny ve vétSiné tkani, s vysokou koncentraci v jatrech, strevech, ledvinach,
nadledvinkach a plicich, lokalizované v cytoplasmé, endoplasmatickém retikulu a
mitochondriich. Ke konjugaci mtze dochazet jak enzymaticky tak i neenzymaticky,
coZ je zpusobené vysokou koncentraci GSH ve tkanich. Konjuga¢ni reakce mizeme
rozdélit do dvou typtli: nukleofilni substituce (reakce GSH se silné elektrofilnimi
skupinami nebo se slouceninami obsahujicimi kov) a adice (reakce GSH se
slouceninou obsahujici dvojnou vazbu). Konjugace glutathionu je sniZena
pritomnosti nékterych funkc¢nich skupin (-OH, -NHz, -OR) a naopak je zvySena
pritomnosti substituenti (-F, -Cl, -Br, -I) nebo skupin (-CN, -NO2, -COOH). GSH
konjugaty jsou vylouceny Zluci nebo jsou dale preménény na derivaty merkapturové

kyseliny a vylouceny moci (Parkinson, 2001; Skalova et al., 2011).

Konjugace s aminokyselinami

Existuji dvé hlavni cesty konjugace s aminokyselinami. Prvni cesta zahrnuje
xenobiotika obsahujici karboxylovou skupinu, ktera reaguje s aminoskupinou
aminokyselin, jako jsou glycin, glutamin a taurin. Pfi druhé cesté dochazi ke
konjugaci xenobiotik obsahujicich aromaticky hydroxylamin s karboxylovou
skupinou aminokyselin serinu a prolinu (Kato a Yamazoe, 1994). V prvni fazi je
aktivovan substrat pisobenim acyl-CoA-synthasy za spotieby ATP, kdy se acyl
aktivovaného karboxylu presouvd na aminoskupinu. Konefna konjugace
aminokyselin je katalyzovana N- nebo O-acyltransferasami. Reakce probiha tzv.
ping-pongovym mechanismem a vysledné metabolity jsou vylucovany Zlu¢i nebo

moci (Parkinson, 2001).

Sulfatace, Methylace a Acetylace

Mnoho xenobiotik a endogennich latek, které podstupuji O-glukuronidaci podléhaji
sulfataci. Tyto konjugaty produkuji ve vodé rozpustné estery kyseliny sirové. Reakce
je katalyzovana sulfotransferasami, cytosolickymi enzymy, které jsou lokalizované
primarné v jatrech a dale v ledvinach, travicim traktu, plicich a mozku. Kofaktorem

je 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat. Nejvétsi skupinou substratii jsou fenoly, alifatické
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alkoholy a aminy. Vzniklé metabolity jsou vylucovany predevsim moci nebo Zludi,
protoZe se jednd o latky polarni (Parkinson, 2001).

Methylace patfi mezi méné casté cesty biotransformace. OdlisSuje se od
vétSiny reakci II. faze biotransformace, protoZe sniZuje rozpustnost xenobiotik ve
vodé, zvysSuje tedy lipofilitu. Methylaci zajiStuji 0-, N- nebo S-methyltransferasy,
podle toho jaky heteroatom substrat obsahuje. Kofaktorem je S-adenosylmethionin
(Parkinson, 2001).

N-acetylace je hlavni biotransformacni cestou xenobiotika, které obsahuje
aromaticky amin nebo hydrazinovou skupinu, které se preménuji na aromatické
amidy nebo hydrazidy (Evans, 1992). Tato reakce je katalyzovana N-
acetyltransferasami za ucasti kofaktoru acetyl-CoA. Jedna se o cytosolické enzymy
nachazejici se vjaterni tkani a v mnoha dalSich savcich tkanich s vyjimkou ve tkanich

u psu a lisek (Vatsis et al., 1995).

2.6.3 Transportéry
Mnoho xenobiotik, metabolitl a konjugatli neni schopno samovolné prochazet pres
lipidovou membranu. Proto musi byt tyto latky pifepravovany pomoci specifickych
transportnich proteint. Transportéry maji Sirokou substratovou specifitu a jsou
schopny prepravovat strukturdlné odliSné slouCeniny. Transportéry mohou byt
rozdéleny do nékolika skupin: napt. podle toho v jaké formé prijimaji energii, nebo
podle sméru transmembranového prenosu (Cvilink et al., 2009; Skalova et al.,, 2011).
Zejména rodina ABC transportéri (ATP-binding cassette) ma velky vyznam
v souvislosti se vznikem lékové resistence (Cvilink et al, 2009). Jedna se o rodinu
tzv. effluxnich transportérti, prepravujici substrat proti gradientu transportované
latky. Jsou zapojovany do detoxikacnich procesii a byly nalezeny ve vSech typech
bunék (Linton a Higgins, 2007; The International Transporter Consortium, 2010;

Skalovaetal, 2011).

2.7 Biotransformace xenobiotik u parazita H. contortus

Dlouhou dobu byli helminti povaZovani za vyjimecnou tiidu organismt, které
nemaji CYPs. Absence CYP u parazitickych druhG by méla za nasledek omezeni
hlavnich obrannych mechanismi pouze na redukcni a hydrolytické metabolické

cesty I. faze biotransformace (Kotze, 1997). Kotze (1997) studoval nékolik Zivotnich
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stadif H. contortus a zjistil CYP monooxygenasovou aktivitu (aldrinepoxidasy a
ethoxykumarin-0O-deethylasy) v mikrosomech izolovanych z L1 a L3 larev H.
contortus, zatimco u dospélci naméril pouze nizkou aktivitu epoxidasy. Potencidlni
schopnost detoxikovat 1é¢iva miize mit velky vyznam v AR. Tyto enzymy hraji
zrejmé hlavni roli v detoxikatnim mechanismu.

Peroxidasy jsou jednou z dalSich skupin enzymt, které mohou katalyzovat oxidaci
xenobiotik. Pfitomnost parazitli vede k aktivaci imunitniho systému a ke zvySeni
produkce volnych radikalt, které mohou zpisobovat vylouceni parazitli z hostitele.
Avsak stfevni paraziti maji jeden nebo vice antioxida¢nich enzymfi, které je pred
plisobenim ROS chrani. Patii mezi né katalasa, peroxidasa, glutathionperoxidasa,
superoxiddismutasa, xanthinoxidasa, peroxidasa a peroxiredoxin (Kotze a McClure,
2001). Superoxiddismutasa a peroxiredoxin jsou pravdépodobné jedny z hlavnich
detoxikujicich enzymi u helmintt (Dzik, 2006). U dospélcti i larev H. contortus byla
prokazana ochranna tuloha katalasy, glutathionperoxidasy a peroxiredoxinu proti
peroxidu vodiku (Kotze a McClure, 2001; Bagnall a Kotze, 2004).

Cvilinketal. (2008 a,b) aVokial etal. (2010,2012,2013) se ve svych studiich
zabyvali biotransformaci benzimidazolovych anthelmintik u H. contortus. Zjistili, Ze
helminté jsou schopni metabolisovat anthelmintika FLU a ABZ. Pro studie bylo
pouzito nékolik kmeni H. contortus s rozdilnou citlivosti na anthelmintika. U vSech
testovanych kment byly nalezeny stejné metabolity, avSak u rezistentnich kmenti
byly produkovany ve vétSim mnoZzstvi. Toto zjiSténi znamena potencialni schopnost

parazita deaktivovat ucinek daného léciva a prispét tak k vyvoji AR.

2.8 Vyuziti LC/MS pro detekci a identifikaci metabolitii

Aplikace kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je
nejoptimalnéjsim pristupem pro citlivou detekci, identifikaci a kvantifikaci
metaboliti 1. a II. fize biotransformace v komplexnich biologickych matricich
(Holcapek et al., 2008). Oproti NMR spektroskopii a rentgenové difrakci ma nékolik
vyhod. Jedna se predevsim o spojeni jak s plynovou tak i s kapalinou chromatografii,
nizkou spotrebu vzorku, extrémné vysokou citlivost a moznost ziskat pozadované
informace v pomérné kratkém casovém useku pri vybéru vhodné ionizace a

hmotnostniho analyzatoru (Kamel a Prakash, 2006).
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Prvnim krokem je samotné zpracovani vzorku pred vlastni analyzou
zahrnujici vhodny vybér metodiky (vzorkovani, homogenizace, vybér interniho
standardu, deproteinace, extrakce) nasledované spravnou optimalizaci
chromatografickych podminek poskytujici vysokou selektivitu a kompatibilitu s MS
detekci. Vyuziti pridavnych UV nebo fluorescencnich detektorti ndm miize dat cenné
analytické informace dopliujici vysledky z MS (napf. rozliSeni polohovych
izomert). Vztah mezi strukturnimi zménami zptisobenymi metabolickymi reakcemi
a odpovidajici zménou v chovani retence je bran jako podpilirna informace pro
identifikaci metabolitl. Zakladni informaci p¥i interpretaci hmotnostnich spekter je
molekulovd hmotnost (MW) (Holcapek et al.,, 2008). MS/MS je pak vhodny nastroj
pro dalsi strukturni charakterizaci kvili vyskytu fragmentovych iontl a neutralnich
ztrat (Cisar et al., 2005).

Metabolické zmény xenobiotik vétSinou vedou ke zvysSeni jejich polarity a
tedy k poklesu retence v obracenych systémech (RP) ve vztahu k parentni latce.
Nartst polarity miiZe byt pak silny predevsim u metabolitti II. faze biotransformace.
Oddéleni jednotlivych metabolitli vétSinou vyZaduje pouZziti gradientu nebo pridani
modifikatoru do mobilni faze pro zvySeni retence polarnich konjugati (Samuel et
al., 2003). Pouziti netékavych pufri a rliznych aditiv, jako jsou fosfatové pufry a dalsi
anorganické prisady, neni vSak vhodné pro spojeni LC/MS z divodu mozZné
kontaminace iontového zdroje a iontové optiky (Gustavsson et al., 2001; Ferrer a
Thurman, 2005). Nejvhodnéjsi je nahrazeni téchto aditiv tékavymi latky, které by
by mély byt nahrazeny organickymi (napf. kyselinou mravenc¢i nebo octovou)
s koncentracemi nizs$imi nez 0,1% (Mauriala et al, 2005; Groff et al, 2006),
v nékterych pripadech i vy$$imi (Weimann et al., 2005; Chan et al., 2006). Typické
pro spojeni LC/MS je pouziti tékavych soli a to octanu amonného nebo mravencanu
(Ferrer a Thurman, 2005; Chen et al.,, 2005; Dear et al., 2006; Chen et al., 2006; Link
etal, 2006).

Soucasnym trendem ve farmaceutické analyze je zkraceni doby analyzy.
Mizeme vyuzit nékolika moznych ptistupli, mezi které patii napt. zkraceni délky
kolony spolec¢né se zmensSenim primeéru pouzitych ¢astic nebo zvysSenim teploty
kolony. Jako stacionarni faze pro RP se nejcastéji pouziva silikagel s alkylovym

Fetézcem C18, avsak mizou se pouzit i faze s kratSim retézcem C12 (Gasse a Guse,
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2005; Gréen et al., 2006) popripadé i C8 (Kyle et al, 2005; Lampinen-Salomonsson
etal., 2006; Williamson et al, 2006). Optimalizace separa¢nich podminek by neméla
byt zanedbana, protoZe i s mozZnosti MS/MS analyzy nelze nékteré strukturni
izomery (napf. polohové izomery nebo enantiomery) pomoci hmotnostni
spektrometrie rozlisit (Yilmazer et al.,, 2001).

V zavislosti na strukture, molekulové hmotnosti a polarité stanovované latky
by méla byt vybrana vhodna ioniza¢ni technika. Ve spojeni HPLC/MS/MS mtizeme
pouzit tfi typy mékké ionizace, mezi které patri ionizace elektrosprejem (ESI;
Electrospray lonization), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI;
Atmospheric Pressure Chemical lonization) a fotoionizace za atmosférického tlaku
(APPI; Atmospheric Pressure Photoionization). lonizace elektrosprejem je nejmékci
ioniza¢ni technika a pouziva se pfti analyze polarnich az iontovych latek predevsim
v proteomice a pri identifikaci metabolitti 1é¢iv (Holcapek et al., 2008).

Funkci hmotnostniho analyzatoru je separace iontii podle jejich rozdilného
poméru hmota/naboj (m/z). Miizeme je rozdélovat do skupin podle rozliSovaci
schopnosti na analyzatory s nizkou (kvadrupoél; iontova past) a s vysokou
(analyzator doby letu, TOF; analyzator s Fourierovou transformaci) rozliSovaci
schopnosti. Ta charakterizuje kvalitu hmotnostni separace, jak blizké hodnoty m/z
mohou byt v hmotnostnim analyzatoru rozliSeny. NejrozsirenéjSim analyzatorem
pro identifikaci metaboliti je hybridni tandemovy hmotnostni analyzator
poskytujici vysokou presnost méreni; kvadrupol-analyzator doby letu (Castro-

Perez et al.,, 2005 a, b; Liu et al,, 2005; Nikolic et al., 2004; Wind et al., 2006).

2.9 Vyuziti qPCR pro stanoveni exprese genu
PCR je metoda snadného zmnozeni (amplifikace) specifického useku DNA, které je
ohrani¢eno sekvencemi, na néZ nasedaji specifické oligonukleotidové sekvence
nazyvané primery. K syntéze nového vlakna DNA se pouZiva termostabilni
DNApolymerasa, ktera v priibéhu reakce na tyto primery nasedd, ¢imz zahajuje
replikaci plivodniho tetézce. Reakce probihd v teplotnich cyklech, které jsou
Slaby et al., 2015).

Metoda kvantitativni polymerasové retézové reakce v realném case (qQPCR)

umoziuje monitorovat pribyvajici mnoZstvi produktu v priibéhu celé reakce.
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Zatimco u klasické PCR je pripadna kvantitativni analyza amplifikovaného produktu
provadéna aZz po jejim skoncCeni pomoci elektroforézy v agarézovém nebo
polyakrylamidovém gelu.

Analyzy jsou zaloZeny na detekci fluorescen¢niho signalu, ktery umérné
odpovida mnoZstvi vzniklého produktu. Grafickym vystupem je amplifika¢ni krivka,
zobrazujici narlst fluorescence v kazdém cyklu. Nastavenim tzv. ,treshold linie,
odecitame fluorescenci pro vSechny vzorky v jedné hladiné, ziskame tim hodnotu Ct
(Cycle threshold), cili cyklus, pri némz dosSlo k prekroceni fluorescence danou
ythreshold” linii (Saunders a Lee, 2013; Slaby et al., 2015). Kvantifikace produkti
miZe probihat absolutné, porovndnim nezndmych vzorkli se standardy, nebo
relativné. Pri relativni kvantifikaci se spole¢né s cilovymi geny stanovuje i hladina
exprese tzv. referen¢niho genu, ktera by méla byt pro dany systém neménna.
Nejcastéji se pouZzivaji napt. GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa), HPRT
(hypoxanthinfosforibosyltransferasa) nebo 18S-rRNA (18S hydrogenasa). Tyto
referencni geny se pouzivaji k normalizaci namérenych hodnot a umoZiuji
porovnani vzorkd (Schmittgen a Livak, 2008). Vysledkem je hodnota, ktera udava,
kolikrat vice/méné je zastoupen sledovany gen v ovlivnéném vzorku oproti

kontrole.
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo ziskani novych poznatki o biotransformaci a i¢incich

MOP a jeho derivatl u ovce a Vlasovky slézové.
Dil¢imi cili bylo:
o Identifikovat metabolity I. a II. faze biotransformace MOP in vitro v ovcich

hepatocytech.

e Identifikovat metabolity I. a II. faze biotransformace MOP u ovce (Ovis spp.)

in vivo.

o Identifikovat metabolity I. a II. faze biotransformace MOP u parazita Vlasovky

slézové ex vivo a porovnat biotransformaci MOP u citlivého kmene ISE a

multirezistentniho kmene WR.

e Studovat uc¢inek MOP na vyvojova stadia Vlasovky slézové.

e Porovnat metabolismus a anthelminticky ucinek dalsich vybranych AADs .

e Studovat uc¢inek MOP na aktivitu a expresi biotransformacnich enzym?.

e Zpracovat informace o MOP dostupné z literatury i ziskané nasSimi

experimenty do prehledného Clanku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Metabolismus monepantelu in vitro v ov¢ich hepatocytech

I. Stuchlikovd, L., Jirasko, R., Vokrdl, 1, Lamka, ]., §puldk M., Holcapek, M,

Szotdkovd, B., Bdrtikovd, H., Pour, M., Skdlovd, L. (2013) Investigation of the
metabolism of monepantel in ovine hepatocytes by UHPLC/MS/MS.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 405: 1705-1712. [F2013 = 3,578

Ackoli je studium metabolickych drah anthelmintik velmi dtleZzité pro uc¢innost
1é¢by a hodnoceni rizika l1ékovych interakci, biotransformace MOP u cilovych zvirat
nebyla dosud dostate¢né zkoumana. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli identifikovat
metabolity MOP a navrhnout metabolickou drahu MOP u ovce in vitro.

K testovani byla pouZita primarni kultura ovcich hepatocytii. Ta byla ziskana
dvoustupniovou kolagenasovou metodou. Po 24 hod inkubaci hepatocyti s MOP (10
uM) nasledovala extrakce na pevnych fazich. Detekce metabolitii byla provedena za
pouZiti spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii v negativnim
modu. Vyhodou pouzitého analyzatoru QqTOF je vysoka rozliSovaci schopnost,
ktera dovoluje métit hodnoty m/z s vyssi presnosti a spravnosti, a tedy moZnost
stanovit elementarni sloZeni metabolitu.

Ziskané vysledky ukazuji schopnost ovcich hepatocyti metabolisovat MOP
vyuzitim biotransformacnich enzymi I. i II. faze. Mezi nalezené biotransformacni
drahy patii S-oxidace, hydroxylace, glukuronidace, sulfatace a konjugace
s acetylcysteinem (Obr. 5). Nékteré z nich (napf. oxidace a hydroxylace) jiZ byly
diive u jinych anthelmintik popsany (Karadzovska et al., 2008; Kinsella et al., 2011),
avSsak metabolity II. faze nikoli. Na zakladé identifikovanych metabolitli bylo

navrzeno metabolické schéma MOP.
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Obr. 5 Metabolické schéma MOP in vitro v ovcich hepatocytech.
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4.2 Metabolismus monepantelu u parazita a jeho hostitele

II. Stuchlikovd, L., Jirdsko, R., Vokrdl, 1, Valat, M., Lamka, ], Szotdkovd, B,
Holcapek, M., Skdlovd, L. (2014) Metabolic pathways of anthelmintik drug
monepantel in sheep and in its parasite (Haemonchus contortus). Drug

Testing and Analysis. 6: 1055-1062. [F2013 = 2,816

Poznani metabolickych drah anthelmintik je velmi dtilezité pro ucinnost terapie i
posouzeni rizika vyvoje 1ékové resistence helmintd. Ackoli metabolismus MOP byl
jiz prozkouman in vitro v ovcich hepatocytech (Stuchlikova et al., 2013), komplexni
informace o metabolismu MOP in vivo chybély. Také nebylo znamo, zda jsou hlistice
schopny MOP metabolisovat. Pravé biotransformac¢ni enzymy mohou do urcité miry
chranit organismus parazita proti pisobeni anthelmintik (a xenobiotik obecné) a
schopnost parazita metabolisovat podané anthelmintické 1éCivo na neucinny
metabolit miiZe predstavovat vyhodny obranny mechanismus.

Ke splnéni danych cili byla pouzita ovce (Ovis spp.) jako hostitel a pro
porovnani metabolismu u helminta dva kmeny Vlasovky slézové (H. contortus) -
citlivy kmen ISE a rezistentni kmen WR. Prti in vivo studii byly ovce peroralné
preléceny ctyinasobkem doporucené terapeutické davky. Nasledné jim byla po 8
hodinach odebrana moc¢ a po 48 hodinach trus. Pti studii ex vivo byly od¢ervené ovce
nakaZzeny 5 000 larvami tfetiho stadia. Po sedmi tydnech infekce byly ovce
usmrceny a dospéli jedinci H. contortus byli vyjmuti agarovou metodou ze slézu.
Dospéli jedinci byli inkubovani 24 hodin v médiu obsahujicim MOP (10 uM).
V zavéru byly vSechny vzorky zpracovany, extrahovany a analyzovany za pouZiti
UHPLC/MS.

Pti studii in vivo bylo v ov¢ich exkrementech nalezeno 13 metabolitli (Obr.
6). Z toho 6 metabolitli bylo popsano jiz drive v in vitro studii (Stuchlikova et al,
2013), zatimco 7 metaboliti nebylo jesté detekovano. Rozdily mezi studiemi in vitro
a in vivo naznacuji, Ze biotransformace MOP se miiZe odehravat i v jinych organech
nezZ v jatrech, napt. v ledvinach nebo ve strevech. Ex vivo studie biotransformace
MOP u Vlasovky ukazala, Ze enzymaticky systém helminta je schopen
biotransformovat MOP pouze biotransforma¢nimi enzymy I. faze a to pres oxidaci a

hydrolyzu nitrilu na amid (Obr. 7). Pfi srovnani obou kmeni bylo zjiSténo, Ze
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rezistentni kmen WR ma vice typii anebo vice aktivnich biotransformac¢nich enzymi

nez citlivy kmen ISE. ZvySena schopnost helminti biotransformovat MOP by mohla

vést k potencidlnimu budoucimu riziku resistence. V. této studii byla poprvé

7

popsana hydrolyza nitrilové skupiny na skupinu amidovou jako biotransformacni

preména xenobiotika u vyssich organismu.
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Obr. 7 Metabolické schéma MOP ex vivo u helminta H. contortus. VSechny metabolity
byly nalezeny u H. contortus v kmenu WR, oznacené metabolity krouzkem byly
detekovdny v kmenu ISE.

4.3 U¢inek monepantelu na vyvojova stadia Haemonchus contortus

IIL. Lecovd, L., Stuchlikovd., L., Lamka, ], §puldk, M., Vdarady, M., Skdlovd, L. (2013)

Efficacy of monepantel against lower developmental stages of a multi-
resistant and susceptible Haemonchus contortus isolates: an in vitro study.

Helmintologia, 50: 91-95. IF2013 = 0,776

MOP je éirokospektrym anthelmintikem pro lé¢bu a kontrolu gastrointestinélnich
¢tvrtému vyvojovému stadiu a dospélym jedinciim H. contortus. Avsak ucinek na
nizsi larvaln{ stadia (Li-L3) a vaji¢ka dosud nebyl prozkouman.

Pro porovnani anthelmintické Uc¢innosti MOP a vybranych modelovych
anthelmintik byl pouzit test EHT a MALDT test na dvou kmenech H. contortus
(rezistentni kmen WR a citlivy kmen ISE). Od¢ervené ovce byly nakazeny 5 000
larvami tfetiho stadia. Po sedmi tydnech infekce byly ovcim odebrany exkrementy
a vajicka nematod byla izolovana pomoci sit riiznych velikosti. Ziskana vajicka byla

nasledné pouZzita pro oba testy (EHT a MALDT).
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Tato studie ukdazala, Ze MOP nemd ovicidni uc¢inek. To je vSak velmi
nebezpecné, protoZe i po preléceni ovci MOP vajicka H. contortus v exkrementech
zlstanou stale Zivd a schopna vyvoje, coz mizZe zpusobovat dalsi infekci jesté
nenakazenych ovci. Na druhou stranu se ukazalo, Ze MOP vykazuje larvicidni u€inek
atojakv citlivém, tak v rezistentnim kmeni H. contortus. Vysledky potvrdily, Ze MOP

plisobi i na WR kmen, ktery je rezistentni vii¢i ostatnim anthelmintikim.

4.4 Srovnavaci studie metabolismu a tic¢inku vybranych AAD s MOP

IV. Stuchlikovd, L., Lecovd, L., Jirdsko, R, Lamka, |, Szotdkovd, B., Holcapek, M.,

Skdlovd, L. (2015) Comparison of biotransformation and efficacy of
aminoacetonitrile anthelmintics in vitro. Drug Testing and Analysis. (in press)

IF2015 = 2,816

ProtoZe MOP patii mezi velmi G¢inné anthelmintické 1é¢ivo, rozhodli jsme se pro
testovani dalSich latek ze tridy amino-acetonitrilovych derivatl, které by bylo
moZzné v budoucnu zaradit do veterinarni praxe.

V této studii doSlo k testovani a porovnani anthelmintické aktivity,
hepatotoxicity a biotransformace MOP a vybranych AAD (AAD-970, AAD-1154,
AAD-1336). Pro tento ucel byly pouZity nasledujici metody: test viability bunék a
MALDT test. Biotransformacni studie byla provddéna za pouZiti techniky
UHPLC/MS. Jako modelovy systém byly pouzity vajicka dvou kment H. contortus
(citlivy kmen ISE a rezistentni kmen WR) a ov¢i a potkani hepatocyty. Vajicka H.
contortus byla ziskdna pomoci sit riznych velikosti z nakaZenych ovci, kterym byl
po sedmi tydnech od infekce odebran trus a nasledné byl pouZzit pro provedeni
MALDT testu. Ovcéi a potkani hepatocyty byly ziskdny dvoustupiovou
kolagenasovou metodou. Vyizolované hepatocyty byly dale inkubovany
s testovanymi latkami v riznych koncentracich (potkani: 1-100 uM pro testovani
viability bunék, ov¢i: 10 puM pro biotransformaci). Hepatotoxicita byla
vyhodnocovana pomoci MTT testu.

VSechna AAD vcetné MOP vykazovala larvicidni Ucinek na oba testované
kmeny H. contortus (Tabulka 2). Test na viabilitu bunék ukazal, Ze vSechny testované

latky jsou netoxické pro hepatocyty (Obr. 8). V biotransformacni studii byly

39



pozorovany minimdlni rozdily, které byly zptisobeny v zavislosti na struktuie dané
latky (Obr. 9). Na zakladé ziskanych vysledkli mizeme brat testované latky AAD-
1154 a AAD-1336 v uvahu jako potencionalni kandidaty pro kombinovanou lécbu

gastrointestinalnich infekci.

Tabulka 2 Hodnoty Iletdlni koncentrace (LC; ng.mll; priimér =+ SD)
MOP/AADs/FLU/TBZ pro rezistentni (WR) a citlivy (ISE) kmen H. contortus a faktor
resistence (RF). Y4 ukazuji vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi LC50/99 MOP a dalSich

latek (A zvyseni, ¥ sniZeni).

WR ISE
Drug
LCso LCo9 LCso LCo9 RFs02  RFgoP
MOP 4.6 +0.3 8.1 +1.5 3.7 £0.1 9.0 + 1.0 1.24  0.90
AAD-970 54 +0.04 25.6 +14.7 56 £0.74 245 166 096 1.05
AAD-1154 4.2 £0.1Y 5.0 £0.27 42 £0.1* 51+01Y 100 098
AAD-1336  5.3%0.0% 6.5 £0.1 51 +024 63+03Y 1.02 1.02
FLU 12.0 +0.34  57.6 +13.44 67 024 165 £2.1% 179 348
TBZ 16.1 +3.34 4291 +151.1%4 7.4 +14% 18.0 £65% 217 23.80

apodil hodnot LCso pro WR a LCso pro ISE
b podil hodnot LCo9 pro WR a LCo9 pro ISE
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4.5 Vliv monepantelu na aktivitu a expresi biotransformacnich enzymii

V. Stuchlikovd, L., Matouskovd, P, Bdrtikovd, H., Vokrdl, I, Stolcovd, T, Pétnikovd
H, Lamka, |, Szotdkovd, B., Kubicek, V., Skdlovd, L. (2015) Monepantel induced

hepatic cytochromes P450 in sheep in vivo and in vitro. Chemico-Biological

Interactions. 227: 63-68. 1F2013 = 2,982

Kontakt organismu s 1é¢ivem nebo s jinou cizorodou latkou - xenobiotikem muize
zplisobovat modulaci aktivit a/nebo exprese biotransformac¢nich enzymi. Indukce i
inhibice téchto enzymli mize mit negativni dopad na farmakologické a i
toxikologické vlastnosti soucasné podavanych léc¢iv a zplisobovat tak nezadouci
lékové interakce. U vétSiny organisml maji dominantni tlohu v biotransformaci
xenobiotik CYPs (Trepanier, 2006). Ackoli se MOP hojné pouziva ve veterinarni
praxi nékolik let, jeho vliv na CYPs u cilovych druhti zvirat dosud nebyl zkouman. Na
zakladé téchto skutecnosti jsme se rozhodli zjistit i¢inek MOP na zakladni isoformy
z rodiny CYPs (CYP1A1, CYP1A2, CYP2C a CYP3A) ve studii in vivo i in vitro.

V in vivo studii byly pouZity kastrované ovce. Prvni skupiné ovci byla podana
doporucena terapeuticka davka MOP (2,5 mg na kg Zivé hmotnosti), druha skupina
predstavovala nelé¢enou kontrolu. Po 24 hodinach byla vSechna zvirata usmrcena.
Z jaternitho homogenatu byla pripravena mikrosomalni frakce a izolovana RNA.
V biologickém materidlu byla stanovena specifickda enzymova aktivita a
kvantifikovina mRNA nékolika isoforem CYPs. V in vitro studii byla inkubovana
primarni kultura ovcich hepatocytii s 10 uM MOP a s vybranymi modelovymi
induktory CYP. Po 24 hodinach byla z bunék izolovdna RNA a stanoveno mnoZstvi
mRNA pro jednotlivé CYP isoformy.

U vSech testovanych enzymovych aktivit (pro CYP1A1/2 - EROD, MROD, pro
CYP 3A - BROD, MDHZ a pro CYP2C9 - MFCD) byl nalezen induk¢ni dc¢inek MOP
s vyjimkou PROD (pro CYP2B), ktera nebyla detekovdna (Obr. 10). Signifikantné
zvySené mnozstvi mRNA bylo zjisténo pouze u CYP3A24 a to jak in vivo, tak i in vitro
(Obr. 11). Tato isoforma metabolisuje témér polovinu vSech 1ékii a jejich ucinnost
muze byt touto indukci ovlivnéna. ProtozZe se vétSinou u ovci vyskytuje smiSena
infekce, Casto dochazi k pouZiti kombinaci 1é¢iv. Napf. u benzimidazolovych

anthelmintik, kterd jsou substratem pro CYP3A, by mohlo dojit pfi soucasném
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pouziti s MOP ke sniZeni jejich tcinku. Proto by se nemél MOP s témito 1écivy

kombinovat.
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Obr. 10 Specifické aktivity isoforem cytochromu P450 vztaZené k 100 % kontroly. *

znaci signifikantni zvysent.
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4.6 Pirehled soucasnych poznatkii o MOP

VI. Lecovd, L., Stuchlikovd, L., Prchal, L., Skdlovd, L. (2014) Monepantel - the most
studied new anthelmintic drug of recent years. Parasitology. 141: 1686-1698.
[F2014 = 2,350

V tomto prehledovém clanku byl shrnout souCasny stav poznani o tomto 1é¢ivu

z riznych pohledd: dc¢innost na rtzné druhy a stadia parazitli, zplisob ucinku,

metabolismus, farmakokinetika, toxicita, resistence a mnoho dalsiho.
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5 ZAVERY

V disertacni praci jsem se zabyvala identifikaci metabolickych drah a stanovenim
ucinku nového anthelmintika MOP a dalSich AAD (AAD-970, -1154 a -1336).

DosaZené vysledky mohu shrnout do nasledujicich zavéra:

o Identifikovali jsme metabolity 1. a II. faze biotransformace MOP v ovcich

hepatocytech a navrhli metabolické schéma MOP u ovce in vitro.

e Identifikovali jsme metabolity L. a II. faze biotransformace MOP v moci a trusu

ovci po p.o. podani MOP a navrhli metabolické schéma MOP u ovce in vivo.

e Identifikovali jsme metabolity I. faze biotransformace MOP u parazita H.
contortus a porovnali biotransformaci u dvou kment - citlivy kmen ISE a
resistentni kmen WR - ex vivo. Zjistili jsme, Ze resistentni kmen WR ma vétsi

schopnost metabolisovat MOP nez citlivy kmen ISE.

e Sledovali jsme ucinek MOP na nizsi vyvojova stadia H. contortus a zjistili jsme,
Ze MOP nema ovicidni uc¢inek, avSak vykazoval vyrazny larvicidni efekt i na

resistentni kmen WR.

e Porovnali jsme metabolismus a uUcinek vybranych AAD s MOP. Vysledky
ukazaly, ze AAD-1154 a AAD-1336 jsou vhodnymi kandidaty pro dalsi

vyzkum a na jejich mozné pouziti ve veterinarni praxi.

e Zjistili jsme vyznamny indukéni ic¢inek MOP na CYPs, predevsim na CYP3A,
u ovci in vitro i in vivo. Tato skute¢nost poukazuje na mozné interakce MOP
s ostatnimi 1éCivy.

e Informace o MOP dostupné z literatury i ziskané nasSimi experimenty jsme

zpracovali do piehledového ¢lanku
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7 SEZNAM ZKRATEK

AAD amino-acetonitrilové derivaty

ABC ATP-binding cassette; ABC transportéry

ABZ albendazol

AKR aldo-keto reduktazy

APCI Atmospheric Pressure Chemical lonization; chemicka ionizace za

atmosférického tlaku
APPI Atmospheric Pressure Photoionization; fotoionizace za

atmosférického tlaku

AR anthelminticka resistence

ATP adenosintrifosfat

BROD benzyloxyresorufin O-dearylasa

CYPs cytochromy P450

Ct Cycle threshold

EHT Egg Hatch Test; test lihnuti vajicek

EPG Eggs Per Gram; pocet vajicek na gram trusu

EROD 7-ethoxyresorufin O-deethylasa

ESI Electrospray ionization; ionizace elektrosprejem

FAD flavinadenindinukleotid

FECRT Faecal Egg Count Reduction Test; test redukce poctu vajicek v trusu
FMO flavinové monooxygenasy

GABA kyselina y-aminomaselna

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

GIN gastrointestinalni nematoda

GSH y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin

HPRT hypoxanthinfosforibosyltransferasa

ISE Inbreed Susceptible Edinburgh

IRE Inbreed Resistant Edinburgh

LC letalni koncentrace

MAC Membrane Attack Factor; komplex proteinii

MALDT Micro-agar Larval Development Test; test larvalniho vyvoje
MDR reduktasy/dehydrogenasy se stredné dlouhym retézcem
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MDHZ
MFCD
MOP
MROD
MTT
MS
MS/MS
MW

NADH
NADPH
NMR
PCR
PROD
QqTOF

qPCR

RF

RNA

RP

SDR

SE

THB

TOF
UHPLC/MS

uv
WR
18S-rRNA

midazolam hydroxylasa

7-methoxy-4-(trifluormethyl)kumarin demethylasa
monepantel

7-methoxyresorufin O-demethylasa
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
Mass spectormetry; hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

Molecular weight; molekulova hmotnost

Mass-to-charge ratio; pomér hmota/naboj
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Nuclear magnetic resonance; nulearni magneticka rezonance
Polymerase Chain Reaction; polymerazova retézova reakce
7-penthoxyresorufin O-depentylasa

Tandem Quadrupole/Time-of-Flight Mass Analyzer; hybridni
tandemovy hmotnostni analyzator - kombinace kvadrupdl-priletovy
analyzator

quantitative Polymerase Chain Reaction; kvantitativni polymerazova
retézova reakce

faktor resistence

ribonukleova kyselina

Reverse phase; obracené systémy-faze
reduktasy/dehydrogenasy s kratkym retézcem

Susceptible Edinburgh

thiabendazol

Time-of Flight Analyzer; analyzator doby letu

Ultrahigh Performance Liquid Chromatography/Mass Spectrometry;
vysoce Uucinna kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii

Ultraviolet; ultrafialové zareni

White River

18S hydrogenasa
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Abstract Monepantel (MOP) belongs to a new class of
anthelmintic drugs known as aminoacetonitrile derivatives.
It was approved for use in veterinary practice in Czech
Republic in 2011. So far, biotransformation and transport
of MOP in target animals have been studied insufficiently,
although the study of metabolic pathways of anthelmintics
is very important for the efficacy of safety of therapy and
evaluation of the risk of drug—drug interactions. The aim of
this study was to identify MOP metabolites and to suggest
the metabolic pathways of MOP in sheep. For this purpose,
primary culture of ovine hepatocytes was used as a model in
vitro system. After incubation, medium samples and homo-
genates of hepatocytes were extracted separately using
solid-phase extraction. Analysis was performed using a
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hybrid quadrupole-time-of-flight analyzer with respect to
high mass accuracy measurements in full scan and tandem
mass spectra for the confirmation of an elemental composi-
tion. The obtained results revealed S-oxidation to sulfoxide
and sulfone and arene hydroxylation as MOP phase I bio-
transformations. From phase II metabolites, MOP glucur-
onides, sulfates, and acetylcysteine conjugates were found.
Based on the obtained results, a scheme of the metabolic
pathway of MOP in sheep has been proposed.

Keywords Monepantel - Aminoacetonitrile derivatives -
Ultrahigh-performance liquid chromatography/mass
spectrometry - Biotransformation - Drug metabolism

Abbreviations

AADs Aminoacetonitrile derivatives

BSA Bovine serum albumin

DMSO Dimethyl sulfoxide

EGTA Ethylene glycol-bis
(p-aminoethyl ether) NNN,N',N’-
tetraacetic acid

ESI Electrospray ionization

HPLC High-performance liquid
chromatography

MOP Monepantel

MOP.OH Monepantel with hydroxylation

MOP.SO Monepantel sulfoxide

MOP.SO.OH Monepantel sulfoxide with
hydroxylation

MOP.SO, Monepantel sulfone

MOP.SO,.0CcHoOg¢ Glucuronide of hydroxylated
monepantel sulfone

MOP.SO,.0H Monepantel sulfone with

hydroxylation
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MOP.SO,.0H.OC4HyO¢  Glucuronide of dihydroxylated
monepantel sulfone

MOP.SO,.0SO;H Sulfate of hydroxylated

MOP.SO,.SC5HgNO;

monepantel sulfone
Monepantel sulfone conjugated
with acetylcysteine

MS Mass spectrometry

MS/MS Tandem mass spectrometry

NMR Nuclear magnetic resonance

PPTS Pyridinium p-toluenesulfonate

QqTOF Quadrupole-time-of-flight
analyzer

RP Reversed-phase

SPE Solid-phase extraction

t+-BuOK Potassium tert-butoxide

THF Tetrahydrofuran

THP Tetrahydropyran-2-yl

UHPLC Ultrahigh-performance liquid
chromatography

Introduction

A major problem facing the agriculture industry and human
health is the battle against parasitic helminths. Anthelmintics
remain the sole accessible means in helminthoses therapy, but
only a limited number of chemical groups of broad-spectrum
anthelmintics is available. The treatment of helminthoses is
mainly based on the administration of anthelmintic drugs from
the following groups: benzimidazoles (e.g., flubendazol,
albendazol, and fenbendazol), imidazothiazoles (e.g., levami-
sole), and macrocyclic lactones (e.g., ivermectin) [1]. The
frequent use of similar anthelmintics over many years has
inevitably led to the development of drug resistance in some
helminths [2, 3]. This phenomenon is a serious problem
worldwide and causes extensive economic losses. Therefore,
the development of new class of anthelmintics is extremely
important [2, 4].

In 2008, the preparation and promising anthelmintic ef-
ficacy of amino-acetonitrile derivatives (AADs) has been
reported. AADs, low-molecular-mass compounds, were pre-
pared by the alkylation of phenol with chloroacetone fol-
lowed by Strecker reaction on the resulting ketone and a
final acylation step of the amino group using an acid chlo-
ride [5, 6]. These compounds have aryloxy and aroyl moi-
eties on an amino-acetonitrile core [7]. AADs have met
requirements for the treatment of helminthoses in livestock:
low toxicity, favorable pharmacokinetic properties, and
broad-spectrum efficacy against sheep and cattle nematodes
[5]. At this time, one AADs representative—monepantel—
has been approved for use in veterinary practice (Fig. 1). For
the determination of AADs including monepantel in biolog-
ical samples, high-performance liquid chromatography with

@ Springer

tandem mass spectrometry (HPLC/MS/MS) method with
the negative-ion electrospray ionization (ESI) was employed
[7, 8].

Safe and effective therapy and limitation of drug—drug
interactions require not only information about pharmaco-
kinetic of parent drug but also detailed knowledge of drug
metabolism in target species. HPLC/MS/MS is usually a
method of choice for the metabolic studies due to high
sensitivity and structural information even for trace metab-
olites in highly complex matrices [9]. The ongoing devel-
opment on HPLC/MS/MS including ultrahigh-performance
liquid chromatography (UHPLC) has opened up new strat-
egies for the veterinary drug residue analysis [7, 10—12].
Several strategies, such as the use of selected tandem mass
spectrometry (MS/MS) scans [9, 13—15], online hydrogen/
deuterium exchange HPLC/MS/MS [13], accurate mass
measurements [9, 15], radio-labeling of parent-drugs [16],
chemical derivatization to determine the metabolite position
or to improve ionization efficiency [13, 14], and software
dedicated to the metabolite prediction or detection [15] can
be applied for this purpose.

Monepantel sulfone is the only metabolite of monepantel
reported so far. In sheep, monepantel sulfone was found in
milk and muscle [7]. Detection of monepantel sulfoxide,
presumable intermediate of monepantel sulfone, in the pre-
liminary study was mentioned (unpublished data of Jung et
al., see in [8]). No information about phase II metabolites of
MOP has been available yet. Therefore, the goal of present
study is the identification of all phase I and phase II metabo-
lites in sheep using the primary culture of ovine hepatocytes.
For this purpose, the extraction procedure for MOP and its
metabolites was developed and UHPLC/MS/MS method for
the identification of MOP metabolites was optimized.

Materials and methods
Animals

Sheep (Ovis sp.) were bred in the farm Béle¢ (Czech
Republic). For experiments, male castrated lambs (body
weight approximately 20 kg; age 9 months) were used. All
experimental procedures were undertaken in accordance
with the Czech guidelines for the care and use of farm and
experimental animals and were performed under the super-
vision of Ethical Committee of the Charles University in
Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové.

Chemicals and reagents
Monepantel was prepared at the Department of Organic

Chemistry (Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles
University in Prague, Czech Republic) according to
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Fig. 1 Chemical structure

of monepantel (MOP), N-[(1S)-
1-cyano-2-(5-cyano-2-trifluoro-
methyl-phenoxy)-1-methyl-
ethyl]-4-trifluoromethylsulfanyl-
benzamide, product ions, and
substituents of metabolites of E

phase I and II biotransformation E
(see Table 2)
F

Kaminsky et al. [5] with minor modifications. The starting
hydroxyacetone was firstly converted to tetrahydropyran-2-
yl (THP) ether in 79 % yield followed by Strecker reaction
employing potassium cyanide, ammonium chloride, and
ammonia solution in ethanol affording the product in 70 %
yield. The resultant amino-acetonitrile was converted to its
(4-trifluoromethylsulfanyl) benzamide derivative by the re-
action of appropriate benzoyl chloride (71 % yield), and
then THP protecting group was cleaved in slightly acidic
conditions (pyridinium p-toluenesulfonate (PPTS)/methanol,
97 % yield). The last step involved nucleophilic aromatic
substitution with 4-fluoro-3-trifluoromethylbenzonitrile and
alcoholate, in situ released by the fresh solution of ~BuOK
in THF from AAD (27 %). The structure and purity of pre-
pared substance was tested using NMR and liquid chroma-
tography with mass spectrometry. Liquid sterile-filtered
medium Ham F12, Williams’ medium, bovine serum albumin
(BSA), ethylene glycol-bis(3-amino-ethyl ether) N, N, N', N -
tetra acetic acid (EGTA), and other chemicals (UHPLC, MS,
or analytical grade) were obtained from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Collagenase was purchased from
Sevapharma (Prague, Czech Republic).

Preparation of primary culture of ovine hepatocytes

Lamb was stunned and exsanguinated in agreement with
Czech slaughtering rules for farm animals. After removal
of the liver from the abdominal cavity (up to 5 min), the
liver was flushed with Euro Collins solution (15 mM
KH,POy4, 42.5 mM K,HPO4, 15 mM KCIl, 10 mM
NaHCOs;, and 0.2 M glucose) through the main veins and
transported to the laboratory on ice (within 60 min). The
ovine hepatocytes were obtained from the ovine liver by
two-step collagenase method [17, 18]. Briefly, left lobe
(100-150 g) was perfused with salt solution (0.14 M
NaCl, 5.0 mM KCI, 0.8 mM MgSO,) in Na'/K" phosphate
buffer (0.2 mM, pH 7.4) containing a calcium binding
component (0.4 mM EGTA). Consequently, the lobe was
perfused with phosphate buffer containing calcium chloride
(1.46 mM) and collagenase (30 mg/100 mL) at 37 °C. The
collagenase perfusion was proceeded 8—10 min. After

z0

perfusion, the lobe was transferred to medium containing
BSA, and the hepatocytes were released. The obtained sus-
pension was filtered through a nylon mesh and centrifuged
at 40xg for 5 min at 4 °C. The pellet was re-suspended in
chilled buffer, and the washing procedure was twice
repeated. Finally, three millions of viable (75-80 %) cells in
3 mL of culture medium ISOM (1:1 mixture of Ham F12 and
Williams’ E) were placed into 60 mm plastic dishes pre-coated
with collagen. The fetal calf serum was added in the culture
medium (5 %). Cultures were maintained without the substrate
for 4 h at 37 °C in a humid atmosphere of air and 5 % CO,.

Incubation of hepatocytes with monepantel and solid-phase
extraction

After the attachment of hepatocytes, the medium was
replaced with a fresh serum-free one with monepantel
(10 uM in 3 mL of fresh medium). Monepantel was pre-
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). The final concen-
tration of DMSO in the medium did not exceed 0.2 %. After
24 h, the hepatocytes were scraped and homogenized.
Samples were centrifuged at 3,000xg for 5 min. The super-
natant was extracted using the solid-phase extraction (SPE)
method. The sample was loaded onto the Phenomenex
Strata X (3 mL, 60 mg, 33 wm; Phenomenex, Torrance,
California, USA) extraction cartridge, which was precondi-
tioned by washing with 1 mL of acetonitrile and 1 mL of
purified water. In the next step, the cartridge was washed out
with 2 mL of 10 % (v/v) acetonitrile. Compounds of interest
were eluted with 1 mL of acetonitrile. Samples were evap-
orated to dryness using vacuum concentrator. Dry samples
were quantitatively reconstituted in the mixture of acetoni-
trile/water (30:70, v/v) by sonication. The solutions were
mixed using a vortex for 5 min. One microliter of reconsti-
tuted samples was injected into the UHPLC/MS system.

UHPLC/MS/MS conditions
UHPLC/MS/MS chromatograms of samples were measured

in the negative-ion ESI mode on a hybrid quadrupole-time-
of-flight mass analyzer (micrOTOF-Q, Bruker Daltonics,

@ Springer
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Germany). UHPLC was performed on an Agilent 1290
Infinity liquid chromatograph (Agilent Technology,
Waldbronn, Germany) using Zorbax Eclipse C18 column
150x2.1 mm, 1.8 pm (Agilent Technology, Waldbronn,
Germany), temperature 25 °C, flow rate 0.3 mL/min, and
the injection volume 1 pL. The mobile phase consisted of
0.5 mM ammonium acetate adjusted to pH=4.0 (A) and
acetonitrile (B). The linear gradient was as follows—
0 min, 30 % B; 11 min, 95 % B; 12 min, 95 % B; and
finally washing and reconditioning of the column. The
quadrupole-time-of-flight (QqTOF) mass spectrometer with
average resolving power higher than 13,000 was used with
the following setting of tuning parameters—capillary volt-
age, 4.5 kV; drying temperature, 220 °C; the flow rate and
pressure of nitrogen were 8 L/min and 1.3 bar, respectively.
The external calibration was performed with sodium for-
mate clusters before individual measurements. ESI mass
spectra were recorded in the range of m/z 50—1,000 in the
negative-ion mode. The isolation width Am/z 4 and the
collision energy 20 eV (found as optimal energy for frag-
mentation of studied metabolite ions) using argon as the
collision gas were used for MS/MS experiments.

Results and discussion

Detected in vitro metabolites were identified based on the
presence of deprotonated molecules [M-H] and the inter-
pretation of their product ion spectra. The standards of
potential metabolites were not synthesized due to their
difficult synthesis. High mass accuracy measurement allows
the confirmation of elemental composition and the type of
metabolic reactions according to exact mass defects.
Structures of possible metabolites were predicted using the
MetabolitePredict software (Bruker Daltonics) and the
knowledge of fragmentation behavior associated with
metabolic reactions [9, 14, 15]. Various phase I metabolites
can be expected in hepatocytes according to our previous in
vitro studies [10, 11, 19, 20].

The total ion current chromatogram of sheep in vitro
sample is shown in Fig. 2. Retention times, m/z values,

molecular weights, elemental composition, and key frag-
ment ions of MOP metabolites detected in MS/MS experi-
ments are summarized in Table 1. All measurements
discussed below were carried out in the negative-ion ESI
mode, because this mode provides a better sensitivity for
studied metabolites.

MS/MS spectrum of deprotonated molecule of parent
drug (retention time, 8.5 min) at m/z 472 resulted in the
abundant product ion at m/z 186. Similar results were
reported by Kinsella et al. [7]. Key fragmentation patterns
of all MOP metabolites formed during phases I and II
biotransformation in sheep are summarized in Table 2 and
Fig. 1. These product ions allow distinguishing of present
substituents on the B ring. The proposed main metabolic
pathways for MOP in ovine hepatocytes are shown in
Fig. 4.

Phase I metabolites of MOP

Phase I biotransformation exposes or introduces a functional
group and usually results in certain increase in the hydro-
philicity of xenobiotics. Various oxidation, reduction, or
hydrolysis reactions can be mentioned among possible
phase I reactions of xenobiotics [21]. In case of MOP,
products of S-oxidation, hydroxylation, and their combina-
tions were identified as phase I metabolites in sheep (Fig. 4).
All hydroxylation steps occur on the aromatic ring B. The
position of oxidation and hydroxylation can be determined
in different ways. The most reliable is the interpretation of
MS/MS spectra of detected metabolites.

The S-oxidation and arene hydroxylation are two initial
steps of MOP biotransformation. Sulfoxide of MOP
(MOP.SO) was detected at m/z 488 [M-H] in the
negative-ion mode. This metabolite was converted to sul-
fone (MOP.SO,; m/z 504 [M-H] in the negative-ion mode)
via further S-oxidation. MOP.SO, is the main MOP metab-
olite in sheep, and it represents the only MOP metabolite
described previously by Kinsella [7]. Arene hydroxylation
(MOP.OH) represented the second way of MOP phase 1
biotransformation. MOP.OH was detected at m/z 488
[M-H] in the negative-ion mode. This metabolite was

MOP.SO,

MOP.SO,0H
MOP.SO
MOP.SO,.SC,H,NO, SO,0H

parent

Fig. 2 Total ion current Intens.
chromatogram of the sheep X10°
hepatocytes extract. Arrows
show detected metabolites 1.2 -
MOP.S0,.0H.0C,H,0,
0.8
0.4
00 o
1 2 3
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Table 1 List of main peaks for monepantel biotransformation samples detected by UHPLC/MS/MS with their retention times, theoretical and experimental values of [M-H] ions in ESI negative-

ion mode, mass accuracies, molecular weights, elemental composition, product ions, and description of present metabolites

Abbreviations

Product ions of [M-H]", m/z

Description of metabolite formation

MW Elemental

Mass accuracy

Important observed ions
[ppm]

ESI-MS, m/z, [M-H]”

g [min] UHPLC

composition

Phase 11

Phase 1

Experimental

Theoretical

MOP.SO,.0H.OCH, O
MOP.S0,.0C4HyO¢

536: 394; 374; 354; 218
520; 378; 358; 202
638; 347; 186

Glucuronidation

2*S-oxidation, 2*hydroxylation

CyHa1 FgN3O,S
CaHa 1 FgN3O ;1 S
Cy5Hy0FgN4O4S,

713
697
666

-1.3

0.1

712.0668
696.0729
665.0603

712.0677
696.0728
665.0605

2.6
3.6
52

Glucuronidation

2*S-oxidation, hydroxylation

MOP.S0O,.SCsHgNO;

Conjugation with

2*S-oxidation, hydroxylation

-0.3

MOP.S0,.0S0;H

520; 202

acetylcystein

Sulfation

2*S-oxidation, hydroxylation

CaoHi3F6N305S,
CaoHi3F6N305S,
CaoHi3F6N;0,8
CaoH 3F6N;05S
CaoH 3F6N;058
CaoH 3FgN;05S
CaoH 3FeN;058
CaoH 3F6N;05S

601
601

0.7

0.7
0.8

599.9971
599.9979
504.0462
520.0399
488.0521
520.0416
488.0505
520.0417
504.0455
472.0570

599.9975
599.9975
504.0458
520.0407
488.0509
520.0407
488.0509
520.0407
504.0458
472.0560

5.5

MOP.S0,.0S0;H
MOP.SO.OH

520; 202
435; 202

Sulfation

2*S-oxidation, hydroxylation

5.7
6.0
6.7
6.9
7.1

S-oxidation, hydroxylation

505
521

MOP.SO,.0H
MOP.SO

493; 202

2*S-oxidation, hydroxylation

-1.5

186; 166
493; 202; 182

202; 182

S-oxidation

489

MOP.SO,.0H
MOP.OH

2*S-oxidation, hydroxylation

521
489
521
505
473

1.7

Hydroxylation

0.8
1.9

72
7.4
7.9
8.5

MOP.SO,.0H
MOP.SO,
MOP

202; 182

2*S-oxidation, hydroxylation

186; 166
186

2*S-oxidation

C20H13F6N3OAS
C20H13F6N302S

0.6

2.1

consequently converted via S-oxidation to form the second-
ary metabolite (MOP.SO.OH; m/z 504 [M-H] in the
negative-ion mode). MS/MS spectra of two metabolites at
m/z 488 (MOP.SO and MOP.OH) and m/z 504 (MOP.SO,
and MOP.SO.OH) with the identical elemental composition
are shown in Fig. 3. The different position of oxidation is
easily recognized based on typical neutral losses. The pres-
ence of hydroxyl on the B ring is characterized by the
fragment ion at m/z 202, whereas the oxidation on sulfur
yields fragment ion at m/z 186 in accordance with the parent
drug fragmentation.

MOP sulfone with arene hydroxylation (MOP.SO,.OH)
in various positions was identified in sheep. These metabo-
lites, formed by two step S-oxidation and aromatic B
hydroxylation, provided identical deprotonated molecules
at m/z 520 [M-H] in the negative-ion mode. In our experi-
ments, three types of positional isomers were found. All
positional isomers provide identical MS/MS spectra, and
the position of hydroxylation cannot be distinguished based
on mass spectra [22].

Another characteristic neutral losses for all phase I
metabolites (except for MOP.SO.OH) were the hydrogen
fluoride (Am/z 20) from the aromatic ring (B ring), for
metabolites of MOP.SO and MOP.SO,, ion m/z 166 [186-
HF] , and for arene hydroxylation metabolites, ion m/z 182
[202-HFT, respectively. In case of MOP.SO.OH metabolite,
the product ion at m/z 435 (Fig. 3) was formed via loss of
trifluoromethyl group [504-CF;] . The neutral loss of HCN
(Am/z 277) was observed for MOP.SO,.0OH metabolite in the
fragment ion m/z 493 [520-HCN] . MOP metabolites with
reduced carbonyl group were not found, although other
anthelmintics with carbonyl group (flubendazole, mebenda-
zole) undergo carbonyl reduction during biotransformation.
In MOP, carbonyl group is probably stabilized by peptide
bond and nitrile group.

All MOP phase I metabolites described above were found
in 24-h incubations of MOP with the primary culture of
ovine hepatocytes. Cytochrome P450 superfamily are the
main enzymes that could catalyze MOP arene hydroxyl-
ation. These enzymes together with flavine monooxyge-
nases could also be responsible for MOP S-oxidation [21],
but the specific identification of participating enzymes will
be matter of further study.

Phase II metabolites of MOP

Functional groups formed during phase I biotransformation
are often sites of phase II biotransformation. Most phase 11
biotransformation reactions result in a significant increase in
the hydrophilicity of metabolites, which greatly promotes
the excretion of xenobiotics. In sheep in vitro samples, MOP
glucuronides, sulfate, and acetylcysteine conjugates were
found as products of MOP phase II biotransformation
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Table 2 List of product ions and substituents of MOP metabolites of phase I and II biotransformation

Metabolite Substituent R, Substituent R, Substituent R3 Substituent Ry Key fragment ions, m/z
MOP - - H H 186
MOP.SO (¢} - - - 186
MOP.SO, O (0] - - 186
MOP.OH - - OH - 202
MOP.SO.OH (¢} - OH - 202
MOP.SO,.OH (¢} (6] OH - 202
MOP.SO,.0H.OC¢HyO4 (¢} (0) OCsHoOgq OH 394
MOP.SO,.0C¢HoOg (¢} (0] OCsHoOg - 378
MOP.SO,.SCsHgNO; (¢} (0) SCsHgNO; - 347

(Fig. 4). The glucuronidation is a major pathway of xeno-
biotic biotransformation in mammalian species except for
the cat family. The glucuronidation requires the cofactor
uridine diphosphate—glucuronic acid, and the reaction is
catalyzed by UDP-glucuronosyltransferases. Glucuronide
conjugates of xenobiotics and endogenous compounds are
polar, water-soluble conjugates that are eliminated from the
body in urine or bile. Many of xenobiotics and endogenous
substrates that undergo O-glucuronidation also undergo sul-
fate conjugation. The sulfate conjugation generally produces
a highly water-soluble sulfuric acid ester. This reaction is
catalyzed by sulfotransferases, and the cofactor for the re-
action is 3 ’-phosphoadenosine-5"-phosphosulfate. Many xe-
nobiotic compounds are commonly conjugated with
tripeptide glutathione through the action of glutathione S-
transferases. Formed glutathione conjugates are unstable in
many cases, and they are converted to conjugates with
mercapturic acids (acetylcysteine) via the sequential cleav-
age of glutamic acid and glycine from the glutathione moi-
ety, followed by N-acetylation of the resulting cysteine
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conjugate [21]. For the identification of MOP phase II con-
jugates, the similar fragmentation pattern as for phase I
metabolites fragmentation were expected due to the similar-
ity of molecular structures.

In ovine samples, the glucuronide of dihydroxylated
MOP sulfone, MOP.SO,.0H.OC4HyOg, with deprotonated
molecule at m/z 712 was found. Glucuronide of hydroxyl-
ated MOP sulfone, MOP.SO,.0C¢HoOg, with m/z 696 [M-
H] was another detected MOP metabolite. The compound
at m/z 665 [M-H] was identified as MOP sulfone conjugat-
ed with acetylcysteine (MOP.SO,.SCsHgNO3). Two sulfates
of hydroxylated MOP sulfone, MOP.SO,.0SOzH, at m/z
600 [M-H] with different elution times were also detected
in ovine hepatocytes.

Three metabolites (MOP.SO,.0OH.OC4HyOg,
MOP.SO,.0C¢HoOg, MOP.SO,.SCsHgNO3) had similar
product ions as the parent drug (m/z 186), but these metab-
olites differed by substituents on the aromatic B ring, which
resulted in fragments m/z 394 for MOP.SO,.OH.OC¢HoyOg,
m/z 378 for MOP.SO,.0C¢HyO¢, and m/z 347 for
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Fig. 3 Tandem mass spectra of [M-H] ions m/z 488 and m/z 504 (see Table 1)
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Fig. 4 Scheme of metabolic pathways of MOP in sheep in vitro study

MOP.SO,.SCsHgNO; (Table 1). All metabolites of phase II
biotransformation had similar product ion with characteris-
tic losses of substituents on the aromatic B ring, at m/z 218
[394-C¢HgO4] for MOP.SO,.0H.OCsHoOg, at m/z 202
[378-C¢HgOg]  for MOP.SO,.0CcHoOg, at m/z 186 [347-
SCsHgNO3] for MOP.SO,.SCsHgNO3. Two metabolites
(MOPSOzOHOC6H906, MOPSOQOCﬁHgOé) had the
same neutral loss of the anhydroglucuronic acid Am/z 176
from the aromatic B ring, at m/z 536 [712-C¢HgOg4] and at
m/z 520 [696-CsHgOg] , respectively. This is the character-
istic neutral loss for all types of glucuronides [9, 23]. The
identification of the conjugation site by MS is a difficult
task, and the distinction is mostly achieved only for conju-
gation sites on different aromatic rings. Both metabolites
had the characteristic neutral loss of hydrogen fluoride
(Am/z 20) from the aromatic B ring, ion m/z 374 [394-HF] ",
and ion m/z 354 [374-HF] for MOP.SO,.OH.OCcHyOg and
ion m/z 358 [378-HF] for MOP.SO,.0CsHoOg, respectively.

The product ion at m/z 520 [600-SO3] corresponds to
sulfate of MOP sulfone (MOP.SO,.0SOzH). Only conju-
gate with acetylcysteine MOP.SO,.SCsHgNO; had the
neutral loss of HCN (Am/z 27) at m/z 638 [665-HCN] .

Conclusions

The aim of this study was to extend the knowledge of
biotransformation of a new anthelmintic drug MOP in
sheep. For this purpose, the incubation of MOP in the
primary culture of ovine hepatocytes followed by SPE was
used. All detected metabolites were identified using
UHPLC/ESI-MS/MS technique in the negative-ion mode.
The advantage of high mass accuracy measurements on
QqTOF analyzer is the determination of elemental compo-
sition according to accurate m/z values of deprotonated
molecules and their fragment ions. Typical neutral losses
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allowed distinguishing the position of oxidation. Five MOP
phase I metabolites and four phase II metabolites were
detected in ovine hepatocytes. MOP biotransformation con-
sisted of two-step S-oxidation, hydroxylation, sulfation,
glucuronidation, and conjugation with glutathione followed
by hydrolysis and acetylation resulting in MOP-conjugate
with acetylcysteine. Obtained results demonstrate the ability
of ovine hepatocytes to extensively metabolize MOP using
both phase I and II phase biotransformation enzymes. Based
on these results, the scheme of metabolic pathway of MOP
in sheep has been proposed.
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