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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Anna Seckaiova
Skolitel: RNDr. Lucie Raisova Stuchlikové, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Biotransformace vybranych anthelmintik u vlasovky slezové

Rezistence na benzimidazolova anthelmintika je jeden z hlavnich problému, se kterymi
se potyka chov malych pfezvykavcii. NejproblematictéjSim parazitem ovci a koz je
krevsajici vlasovka slezova (Haemonchus contortus), kterd kazdorocné zpiisobuje
obrovské ztraty. Cilem této prace bylo studium metabolismu vybranych benzimidazoli
(albendazol, ABZ, rikobendazol, RCB a flubendazol, FLU) u vlasovky slezové. Byl
porovnavan metabolismus samctli a samic a dale citlivy kmen ISE (Inbred Susceptible
Edinburgh, MHco3) s rezistentnim kmenem IRE (Inbred Resistant Edingburgh,
MHco5). Pro detekci metabolitii byla pouzita vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie
spojend s hmotnostni spektrometrii (UHPLC/MS). Bylo identifikovano 12 metaboliti
FLU, 9 metaboliti ABZ a 7 metaboliti RCB. Na zdklad¢ identifikovanych metabolit
byla navrzena metabolickd schémata. Pfi porovnavani metabolismu byly nalezeny
vyznamné rozdily mezi pohlavimi 1 mezi kmeny. Samice testovanad anthelmintika
metabolizovaly intenzivné€ji nez samci. Nékolik metabolitti bylo identifikovano pouze u
samic rezistentniho kmene IRE. Z vysledkl je patrné, Ze zvySeny metabolismus

anthelmintik muze hrat roli v mechanismu rezistence.
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Resistance to benzimidazole anthelmintics is one of the main problems of small
ruminant producers. The most problematic parasite of goats and sheep is the
bloodsucking barber’s pole worm, Haemonchus contortus. This parasite is responsible
for considerable losses every year. The goal of this thesis was an analysis of the
metabolism of a few selected benzimidazoles (albendazole, ABZ; ricobendazole, RCB
and flubendazole, FLU) in H. contortus. The metabolism of male and female worms
and a susceptible ISE strain (Inbred Susceptible Edinburgh, MHco3) with a resistant
IRE strain (Inbred Resistant Edinburgh, MHco5) were compared. For metabolite
detection, ultra-high-performance liquid chromatography with mass spectrometry
(UHPLC/MS) was used. 12 metabolites of FLU, 9 metabolites of ABZ and 7
metabolites of RCB were identified. From the identified metabolites, schemes of
metabolism were proposed. In metabolism comparisons, significant differences between
sexes and strains were found. Female worms metabolized tested anthelmintics more
intensively than males. A few metabolites were only identified in the females of the
resistant IRE strain. From these results, it is evident that increased metabolism of

anthelmintics may play a part in the mechanism of resistance.
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1. Uvod

Jedna znejrozsifenéjSich helmint6z v chovech zvifat po celém svété je infekce
vlasovkou slezovou. Tento parazit, stejné jako ostatni hlistice, se byl schopen
v poslednich letech vyvinout natolik, Ze na né¢j v mnoha lokalitich uz Zzadna
anthelmintika nezabiraji (Kaplan a Vidyashankar 2012). V poslednich letech se sice
podafilo uvést na trh nova efektivni anthelmintika, i na né¢ vSak byla jiz hlaSena
rezistence.

Aby se ptedeslo rezistenci, je potfeba dodrzovat nefarmakologickd opatieni
(vytvofeni refugii paraziti pro snizeni evolu¢niho tlaku na vznik rezistence na
anthelmintika, rotace spdsanych prostor, kvalitni strava ovci atd.) v kombinaci
s efektivnim uzivanim anthelmintik. Dilezité je také neaplikovat terapii plosné celym
stddiim, ale jen tehdy a tém zvitatiim, pro kterd je to skute¢né prospésné.

Tento pal¢ivy problém chovli drobnych piezvykavct pritahuje v poslednich
desetiletich také pozornost farmaceutickych experti. Metabolismus hlistic vSak neni
detailné prozkoumén a stale je tu mnoho nejasnosti. Radu let byly jejich metabolické
pochody malo prozkoumany a mélo se za to, ze jejich biotransformace je prevazné
redukéni (Cvilink et al. 2009). Pozdé¢ji vSak bylo prokdzano, Ze nematoda disponuji
pomérné Sirokou paletou biotransformacnich enzymd, které by mohly pfispivat k jejich
zna¢né odolnosti vi¢i anthelmintikim (Robinson et al. 2004b, Voktal et al. 2012,
2013).

Tato prace na tyto studie navazuje a vyuziva toho, Ze je od neddvné doby
dostupny kmen H. contortus MHco5, ktery je blizce piibuzny standardnimu citlivému
kmeni stejného parazita, MHco3, bézn¢ nazyvanému ISE, avSak na rozdil od néj je
rezistentni na benzimidazoly (Yilmaz et al. 2017). Na téchto kmenech jsou porovnany
rozdily v metabolismu samcii a samic, které jsou u zvifat bézné, u helmintti v§ak dosud
neprozkoumané. Pouzita je velmi citliva analytickd metoda, umoziujici identifikovat i

metabolity, vyskytujici se ve stopovych mnoZstvich.



2. Teoreticka cast

2.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus - vlasovka slezova je krevsajici Zaludecni parazit ovci a koz.
Jedna se o ZivocCicha patficiho do kmene hlistice (Nematoda), fadu Strongylida, celedi
Trichostrongylidae. Zplisobuje zna¢né ztraty v napadenych chovech plisobenim anémie
az uhynu vyrazné napadenych zvifat. Vyskytuje se pievazné v tropickych a
subtropickych oblastech. V dne$ni dobé je vSak rozSiten po celé zeméckouli vyjma
Antarktidy. Ve zvifatech je lze snadno identifikovat jejich specifickou lokalizaci

v abomasu a pomérn€ velkym té€lem samic (2-3 cm) (Kuchai et al. 2012).

2.1.1 Morfologie

Parazit ma valcovité télo s naervenalym zbarvenim, zpisobenym krvi, kterou se zivi.
Samice jsou véEtsi, dosahuji 18-30 mm, zatimco samci dortstaji jen 10-20 mm. Samci
maji kopulacni bursu s asymetrickym zadovym lalokem. Té¢lo je pokryto kutikulou
slozenou ze tii vrstev, ktera chrani parazita pfed stravenim zaludecnimi S$tédvami.
Spikuly samcti méfti okolo 500 um, kazdy mé u konce maly hacek. Samice maji typicky
zihané zbarveni zplisobené tim, Ze maji navzdjem stocend bild ovaria a nacervenala, krvi
naplnéna stteva. Odtud také pochazi anglicky nazev vlasovky — barber’s pole worm.
Vulva samice je chranéna jazykovitym vybézkem, ktery je velmi dobte viditelny (Tak et

al. 2014).

Obr. 1. Vulvalni oblast samice Haemonchus contortus pti pohledu pod mikroskopem.
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2.1.2 Druhy vlasovek

Aktudln€ je uznavéano 12 druht vlasovek. Vétsina z nich je vSak omezena jen na urcéitou
oblast nebo urCitého hostitele. Nejrozsifenéjsi tzemné 1 poctem hostiteld je
Haemonchus contortus, parazit nejcastéji napadajici malé prezvykavce. DalsSimi velmi
roz§itenymi jsou H. placei a H. similis, kteti vice napadaji skot. Vzhledem
k ptfizptsobivosti paraziti je vSak chybou se domnivat, Ze podle druhu hostitele je
mozné spolehlivé ur€it druh parazita. Vlasovky jsou si velmi podobné, proto je nékteti
védci berou jako varianty jednoho druhu, ktery nazyvaji H. contortus. Existuje vSak
dostate¢né mnozstvi rozdild, které je identifikuje jako samostatné druhy (Gasser a von
Samson-Himmelstjerna 2016).

Dulezité je to naptiklad proto, ze hostitelé infikovani H. placei nejsou schopni si
vyvinout zkfizenou imunitu na H. contortus. Naopak pokud je stejné zvife dvakrat
infikovano vlasovkou stejného druhu, imunitni odpovéd’ vyrazné¢ komplikuje uchyceni
parazita ptfi druhé infekci a tak vyrazné snizuje jeji zavaznost. U ovci je imunitni
odpoveéd na H. placei intenzivnéjsi nez na typictéjsiho parazita ovci, H. contortus. To je
pravdépodobné dano spole¢nou koevoluci téchto dvou druhi, kdy H. contortus neni
imunitnim systémem ovce tak dobie rozeznavan (Santos et al. 2014). Zvifata jsou Casto

infikovana obéma druhy naraz.

H. krugeri Camelidae

Suidan
Tayassuidae

H. lawrencr

Tragulidae

M. dwnnikri

Antlocapridae

H. horakr

e Giratidae

H. conforius

T Cervidan

H. placei
WMoschadae
H. bedford: | s Bavinae
||| Beoselaphini
| Tragelaphin
H. sirmitis || Ceghalophimae
I i "BOVIDAE
| 1
H. longistioes |1 Redancinae
i |||| HIHH\L Mepyceratinae
||I|I| | I'|I-\-""‘-- Antilopaed
aniss \
H. okapiae ||| I'|I \—— Neotragini
H. vegliaf |I 'I:—P S A “Antilopinae
| Panthelopinae
| — = Caprini
| T Ovibovini — e
= Tre-Caprinae
H, mitchelli T Rupssaprni

Obr. 2. Uznéavané druhy vlasovek. VéEtsina z nich se specializuje na nékolik malo druhti
hostiteli. Nejvyraznéjsi vyjimku tvoii vlasovka slezova, pro kterou je na obrazku

vypsana $ite hostitell, které mize napadat (Gasser a von Samson-Himmelstjerna 2016).
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2.1.3 Zivotni cyklus:

H. contortus ma pfimy zivotni cyklus a pro svilj vyvoj nepotiebuje mezihostitele.
Rozlisujeme larvy péti stadii, L;-Ls.
Vajicka z trusu se na pastvin¢ vylihnou v larvu stadia L, kterd se vyvine v larvu stadia
L3 ve vhodnych podminkach jiz za 5 dni. Stadia L, a L, se zivi bakteriemi pfitomnymi
na pastvin€. L; potravu nepfijimé, jde o zapouzdiené stadium, velmi odolné vici
vnéj$im podminkdm. Po pozieni ptezvykavcem se larva v rumen odpouzdii a dvakrat
svlékne. Stadium Ly se jiz zivi krvi ze sliznice abomasa (Laing et al. 2013). Doba od
nakazy hostitele po pocatek produkce vajicek se nazyva prepatentni perioda. U H.
contortus je dlouhd cca 2-3 tydny, u H. placei, ktery napada prevazné skot, je delsi,
kolem 4 tydnii (Santos et al. 2014). Jedna samice je za den schopna vyprodukovat az
10 000 vajicek. Populace na pastvinach je vétSinou vyrazné pocetnéjsi, nez podil Cervii
ve svych hostitelich (Prichard 2001).

H. contortus se dokdze velmi rychle mnozit v pro né€j ptiznivych podminkach —
v teple a vlhku. Je schopen pfeckat pro n€j neptizniva obdobi jako hypobioticka larva —
inaktivni L, v hostiteli, kterd se dale nevyviji. Tato vlastnost je obzvlasté dilezita
v chladngj$im a su$Sim klimatu. Reinfekce na jafe je usnadnéna oslabenim imunity

v puerperalnim obdobi (Waller et al. 2004).
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2.2. Helmintozy

Soucasna situace naznacuje, ze postupy pro kontrolu helmintdz piestavaji byt
dostacujici. Parazitujici hlistice se vyvinuly v koexistenci se svymi hostiteli, na nichZ se
pfizivuji, ale malokdy je ohroZuji na Zivoté. Domestikace vSak zpusobila stav, ktery
vice vyhovuje hlisticim, a ty proto ziskavaji pfevahu. Tato dysbalance je zpisobena
chovem piezvykavch ve velkych stddech na pomérné mensich pastvindch a pastvou ve
stale stejné oblasti. DalSim problémem je zavlékani helmintl z jinych oblasti svéta
spolu s hostitelskymi zvitaty (Sargison 2012).

Mezi druhy vyrazné omezujici produktivitu ovei patiti Teladorsagia
circumcincta, Haemonchus contortus, Trichostrongylus vitrinus, Trichostrongylus
columbriformis a Nematodirus battus. Hlistice Skodi svym hostitelim prevazné
odebirdnim Zivin a naruSovanim jejich imunitniho systému. Infikovany piezvykavec
toho méné spase a mén¢ Zivin vyuzije na produkci biomasy, proteiny se misto toho
vyuziji na imunologickou odpovéd’ a na opravu poskozenych tkani. Infekce parazity
Ostertagia circumcincta nebo Haemonchus contortus zvySuje pH slezu a snizuje sekreci
pepsinogenu (Greer 2008).

Nejpfirozenéjsi zpusob, jak se vyhnout helmintézam, je chovat ovce
extenzivnim zpusobem, na velkych plochach, po mensich stddech. Poméha i paseni
vhodné alesponi stiidat pastviny tak, aby dand pastvina méla obdobi, kdy se na ni
alespon pul roku vkuse nepasou ovce. Takova pastvina se da pouzit pro jiné
piezvykavce, nebo naptiklad jako pole. Problém je vSak v tom, Ze ovce se €asto chovaji
na malo Urodné, zpravidla vySe polozené nebo cClenité pudé, kterou nelze jinak

hospodarsky vyuzit (Sargison 2012).

2.2.1 Haemonchoza

Inkubacéni doba haemonchdzy u ovci je 2-3 tydny. Jeden Cerv za den vysaje asi 0,05 ml
krve za den, jejich naloz se vSak u akutni haemonchézy mize pohybovat
v desetitisicovkach. Pfi chronické haemonchéze miize nékolik stovek cervi
z dlouhodobého hlediska oslabovat zvifata (Urquhart et al. 1987). Akutni onemocnéni
se projevuje edémy, predevsim submandibularnimi nebo ascitem, anémii, abomasitidou,
dale letargii a tmavymi vykaly. Sekundarn¢ se muze projevit porucha funkce kostni

drené. U chronické haemonchodzy se vyskytuje prevazné slabost a inapetence.
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U krav neni haemonchdza tak zdvazna jako u ovci a koz z toho diivodu, ze kravy
maji tendenci si na tohoto parazita vytvaret piirozenou imunitu a zvitata starsi dvou let

jiz vétsinou klinicky neonemocni (Urquhart et al. 1987).

2.2.2 Diagnostika helmintoz

Problematickd zGstava 1 diagnostika helmintéz. V soucasnosti je nejpouZzivanéjsi

FECRT (fecal egg count reduction test), ktery je nejméné nakladny.

2.2.2.1 Koproskopické metody

Vsechny tyto metody by mély byt provadény z Cerstvého trusu, idedlné piimo z rekta
daného zvifete, aby se zamezilo zdménam a vzorek se nekontaminoval. Pouhd tvorba
koproskopického preparatu nemusi byt dostatecné citliva, dalsi metody proto slouzi
k zakoncentrovani paraziti z trusu (Jacobs et al. 2016).

Koproskopické metody vétSinou nerozliSuji, kterého parazita zvife ve
skuteCnosti mé a zda nemé smiSenou infekci. Vajicka H. contortus 1ze od ostatnich
odlisit tim, Ze hojné vazi arasidovy agglutinin, coZ je mozné vyuzit pii rozliSovani
pomoci prutokové cytometrie nebo mikroskopu (Colditz et al. 2002). Jednotlivé
parazity lze od sebe 1épe rozeznat zalozenim larvalni kultury a identifikaci larev namisto
vajicek, ktera jsou si pfili§ podobnd. To vSak trva 7-10 dni. Misto toho se v soucasnosti
vyvijeji metody zaloZené na PCR, které by identifikaci zkratily na pouhy den (Preston
et al. 2014).

Flota¢ni metody

Jsou nejpouzivanéjsi technikou zakoncentrovani parazitdrnich utvart z trusu. Flotaéni
roztok mé vyssi hustotu a vajicka a larvy tak vyplavou na hladinu, odkud se sbiraji a
pfenadsi na mikroskopické sklicko. Pfi pouZiti znamych objeml je moZné odhadnout
pocet vajicek nebo larev v1 g trusu (Jacobs et al. 2016). Na toto se pouziva
McMasterova kvantifikaéni metoda nebo Willisova technika, ktera dosahuje vyssi

ptresnosti (Basetto et al. 2011).

FECRT
Nasleduje po zakoncentrovani vaji¢ek ztrusu. Test snizeni poctu vajicek v trusu

postizeného zvifete porovnava mnozstvi vajicek v trusu pted a po aplikaci anthelmintik.
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Tim urcuje, zda je infekce na dané anthelmintikum citliva. NerozliSuje vSak, o jakého
parazita se jedna.

FECRT ma bohuZel stanovené standardy jen pro ovce, a ty jsou navic pres 20 let
staré (Coles et al. 1992). Je tu velké riziko chybného urceni, je-li dana skupina zvitat
infikovana rezistentnim kmenem nebo ne. Pocet vajicek v trusu je navic velmi
variabilni, je proto doporuceno délat FECRT ve tfech opakovanich, bézn¢ se vSak
provadi z jediného vzorku (Vercruysse et al. 2001).

Odchylku miize zptisobovat také rychlost produkce vaji¢ek parazity, kterd je
zavislda mimo jiné na poctu parazith. Tedy je-li Cast populace parazita v hostiteli
eliminovana, zbytek bude produkovat vétsi mnozstvi vaji¢ek v pfepoctu na jednu samici
(Churcher et al. 20006).

Pro statistické zpracovani je dilezité, aby se ve vzorku od zvifete nachazelo pred
1é¢bou alespont 70 vajicek, pro uréeni 95% spolehlivosti jako kritéria rezistence.
Typické FECRT se d€la ze vzorka vice zvifat, aby se dosdhlo dostate¢ného poctu

vaji¢ek (Dobson et al. 2011).

Migracni techniky
Pro hlistice se také daji vyuzit migracni techniky — larvy nematod migruji k vodé, a toho

se vyuziva pii jejich identifikaci. Takto se daji nalézt hlistice i ve vzorcich z pastvin.

EHA - egg hatch assay

Pouzivéa se pro zjisténi koncentrace anthelmintika, potfebné k inhibici vylihnuti 50%
vajicek (von Samson-Himmelstjerna et al. 2009). Test probiha v fad¢é roztokt daného
anthelmintika o rostouci koncentraci. Pouzivaji se Cerstvé vzorky stolice obsahujici
alesponi 100 epg (vajicek v 1 g trusu). Vajicka se extrahuji vhodnou metodou a upravi se

na roztok o cca 100 vajickach na 1 ml. Jako rezistentni se bere ECsy > 0,1.

2.2.2.2 Identifikace genovych sekvenci parazita

Jinou potencialni metodou urceni rezistence kmenu je pfitomnost genotypu rezistence -
napiiklad zmény podoby genu pro B-tubulin — misto ucinku benzimidazolovych
anthelmintik (Saunders et al. 2013). Jednd se prevazné o pyrosekvenovani, ale lze
vyuzit 1 dal§i metody zaloZené na PCR. Toto vySetfeni dobfe koreluje s FECRT u H.

contortus, ale u jinych hlistic to neni tak jednoznacné.
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Barrere et al. (2013) hodnotili pfinos genetického testovani v praxi v porovnani
s FECRT, a zjistili, Ze tato metoda umoziuje vySetfovat rezistenci jiz pted terapii
anthelmintikem, je méné¢ naro¢na, rychlejsi a levnéjsi, navic ji Ize provést z mensiho
mnozstvi materidlu. Zatim vSak dokdze vySetiit pouze vlasovky a pouze na
benzimidazolovou rezistenci, pro praxi je potieba univerzalnéjsi vySetfeni. Podobné
metody se vyviji 1 na parazity krav jako je C. oncophora, O. ostertagi (Demeler et al.
2013). V této oblasti ma tento test vEétSi potencial, protoze u krav rezistence na
benzimidazoly zatim neni tak rozvinuta, a toto vySetfeni by ji mohlo pomoci dale
zpomalit. U téchto parazitd neni tak jasné patrnd prevaha SNP v pozici 200 a mohou
dominovat i jiné, avSak stale se jedna o stejnd umisténi jako ta, kterd byla identifikovana
u H. contortus.

PCR lze pouzit také na rozliSeni jednotlivych druhii gastrointestinalnich
paraziti. V takovém piipadé¢ se vybiraji vyrazn¢ exprimované geny, napiiklad
mitochondridlni, se sekvencemi specifickymi pro jednotlivé parazity. U PCR analyz je
v soucasnosti nejvetsi problém izolovat ze vzorku dostatecné Cisty materidl, aby byl
pouzitelny, nepfiili§ naro¢nou metodou. Bott et al. (2009) se podatilo vyvinout real-time
PCR rozlisujici 7 hlavnich druhti parazitickych ¢ervii, vysledky dobie koreluji s larval
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Himmelstjerna 2016).

2.2.2.3 Méreni ztrat krve zpisobenych vlasovkami

U tohoto vySeteni vzdy existuje riziko, ze krevni ztrata je zplisobena nécim jinym,
naptiklad poranénim nebo kokcididozou. Proto je doporuc¢eno jej kombinovat
s vySetienim na ptitomnost helmintli pro potvrzeni diagnozy.

PVC (Packed cell volume) je indikator anémie ziskavany ptimo z krve zvitat. Pouziva
se pfevazné ve vyzkumu.

Haemonchus Dipstick je komeréné dostupné vysetfeni na pfitomnost krve v trusu
zvifat.

FAMACHA je metoda umoznujici pfiblizn¢ diagnostikovat zdvaznost anémie podle

barvy sliznice o¢nich vic¢ek zvitat (Preston et al. 2014).
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2.2.3 Nefarmakologicka opatieni

Pouziti anthelmintik je nejpouZzivangj$im zptisobem kontroly helmintéz. Ukazuje se
vSak, ze kvuli rychlosti vzniku rezistence na né nemohou byt dlouhodobé jedinym
prostiedkem kontroly, pokud chceme zachovat udrzitelné podminky pro chov malych
prezvykavci.

Nefarmakologickych postupit je nékolik, ¢asto se kombinuji s anthelmintiky.

Nejefektivnéjsi postupy se lisi i podle klimatickych podminek.

Tvorba refugii nevyselektovanych populaci nematod

Ukazuje se vyhodné nechavat malou cast stdda bez terapie anthelmintiky, aby se
zachovala nevyselektovana populace parazitd. Tento pfistup je dualezity hlavné
v klimatech, kde larvy nedokazi dlouhodobé ptezit mimo hostitele kvili okolnim
podminkam (pfiliSna zima nebo sucho). Tato ¢ast populace fedi geny rezistence na
anthelmintika, aby nebyly tak rychle selektovany.

Refugium je ¢ast populace parazita, kterd se vyhne kontaktu s anthelmintiky a
dokaze se Uspésné rozmnozit (van Wyk 2001). Tohoto se d& v fad¢ piipadi dosdhnout
terapii jen nékterych skupin zvitat, naptiklad laktujicich nebo s klinickymi zndmkami
anémie. Procento nelécenych hostiteltl se vSak znaéné 1isi podle klimatu a parazita.
Farmafi mohou mit problém akceptovat piedstavu neléceni celého stada, s rychlym
nariistem rezistenci je to vSak nutné. Vysledkem tohoto postupu je vyrazné mensi
vyskyt rezistence, avSak veétsi zat€z ovei a pastvin parazity, je proto nutné dosahnout

spravného kompromisu. Z této idey vychazi strategie TST — target selective treatment.

StarsSi postupy

Diive byla prosazovana jind metoda, nechat ovce po terapii anthelmintiky spasat
nekontaminovanou pastvinu. Studie prokazaly, ze pouzivani ,,bezpe¢nych pastev pro
mlada zvifata muze efektivné snizit pocet nutnych terapii anthelmintiky a tim zpomalit
vznik rezistence. Problém s touto strategii je vtom, ze pokud jsou ovcim podéna
anthelmintika a poté jsou umistény na pastvu bez larev hlistic, miize nastat rychla

selekce na rezistenci (van Wyk 2001).
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TST — targeted selective treatments
Tyto postupy jsou dulezité¢ hlavné pro zachovani refugii tim, Ze se nebudou 1€¢it zvitata,
ktera to nepotiebuji. Jako indikatory slouzi vahové pfirtistky, produkce mléka, viny,

anémie, FEC, body condition score. Existuji dva hlavni pfistupy:

1. FAMACHA

Tato metoda je urCena ptredevSim pro H. contortus. Zjistuje miru anémie zvitat podle
zabarveni sliznice o¢nich vicek, umoziuje snizeni poctu aplikaci anthelmintik o 40-50%
pfi zachovani nutnosti 1éCit skutecné nemocnd zvifata. Tento test je mozné
vyhodnocovat riizné, podle stanoveni, ktera zvitata jiz jsou hodnocena jako vhodné pro
1écbu. I pokud mezi nimi bude vice faleSné pozitivnich jedincii, celkovy pocet jedinct
podstupujici terapii bude stale vyrazné nizsi, nez pii ploSné terapii celého stada (Kaplan

et al. 2004).

2. markery prospivani zvirat

Metoda slouzi pro hodnoceni zavaznosti infekce nehematofdgnimi parazity. Podle
pomérné komplexnich vypocti se urci, kolik by které jehné mélo pfibrat, a kdyz tohoto
cile nedosdhne, bude pteléceno. Hmotnosti se kontroluji co 2 tydny. Jiné mozné
ptistupy zahrnuji vyhodnocovéni kvality produkované viny ¢i objem produkce mléka
(Greer et al. 2009). Studie Besier et al. (2010) zjistila, ze pouzitim skorovaciho systému
télesné kondice ovci je mozné nechat az 50% ovci bez terapie v ptipadech, kdy by jinak
byla pouzita terapie celého stada, aniz by to vyrazn€ snizilo produktivitu stada (studie

probéhla v podminkéch zapadni Australie).

Jiné nefarmakologické postupy

Dalsi moznosti podpory obranyschopnosti pifezvykavci vuc¢i gastrointestinalnim
parazitim spocivaji napiiklad v krmeni suSenymi rostlinami s antiparazitarnim
ucinkem, piipadné s vysokym obsahem tanind. Jedna se pfevazné o bobovité rostliny,
pii jejich konzumaci se vice proteinii dostane pfes rumen do abomasa, coz vede
k rychlejSimu pfibyvani na vaze, podpofe imunitniho systému a lepsi kvalité¢ viny.
Navic se tfisloviny vazi na proteiny bohaté na prolin, jako je kutikula nematod,
piedev§im ve vulvarni oblasti u samic, efekt je dolozen predevSim na H. contortus.
Tento ptistup je problematicky v tom, ze riizné rostliny ptisobi na piezvykavce rizné a

konecny efekt také zavisi na mnozstvi bilkovin ve stravé. Ttisloviny brani piilisné
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degradaci proteintl, ale pfi nedostatku proteint snizuji jejich absorpci (Waghorn 2008a).
Moznosti je 1 piikrmovani oxidem méd’natym. Zajimavym zptisobem kontroly jsou také
houby, schopné niCit infek¢ni larvy nematod v trusu a na pastvinach. Vyhodna je i
suplementace vyzivy zvifat (Burke et al. 2009). Vakcinace je také moznosti, avSak
zatim pfili§ drahou. Dal$i prokdzanou metodou je rotacni pastva, kterd snizuje FEC

oproti paseni zvifat stale na stejném misté (Terril et al. 2012, Burke et al. 2009).
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2.3 Anthelmintika

Prvni anthelmintikum bylo objeveno ve 40. letech minulého stoleti — jiz nepouZzivany
fenothiazin (Swales 1939). V roce 1975 se objevil thiabendazol (Borgers et al. 1975),
piiblizn€ ve stejnou dobu levamisol (Coles et al. 1975), ivermektin roku 1989 (Turner a
Schaeffer 1989). Novéji se pouzivd monepantel ze tftidy aminoacetonitrilovych derivati
(Kaminsky et al. 2008). Nejnovéjsim anthelmintikem na trhu, pouzivanym jen
v nékterych statech jizni polokoule, je derquantel, ktery se pouzivd v kombinaci
s abamektinem (Little et al. 2011). Anthelmintika Ize délit z mnoha riznych hledisek,
jako je spektrum helminti, na které jsou efektivni, nebo typ hostitell, u nichz je dané
anthelmintikum pouzitelné. Dale dle cilové struktury, na kterou dané molekuly pusobi,

nebo chemickeé struktury téchto molekul.

2.3.1 Rozdéleni anthelmintik podle chemické struktury
2.3.1.1 Benzimidazoly

Benzimidazoly zabraiiuji polymerizaci tubulinu a tim tvorbé mikrotubult (Borgers et al.
1975). Mikrotubuly zajist'uji motilitu, sekrecni funkce, koordinaci a glukosovy transport
— parazité tedy umiraji hlady. Benzimidazoly maji i ovicidni ucinek — zébrana tvorby
mikrotubult zabrani vylihnuti vajicek. Studie molekularnich modeli podle Robinson et
al. (2004a) naznacuje, Ze vazba benzimidazolu destabilizuje molekuly tubulinu a vede
k jejich depolymerizaci. Mezi benzimidazolova anthelmintika patfi albendazol,
flubendazol, febantel, mebendazol, fenbendazol, oxibendazol, thiabendazol a

triklabendazol (Lamka a Duchacek 2006).

Albendazol

Albendazol je efektivni na nematoda, trematoda i cestoda (European Medicines Agency
2004). Ve veterinarni medicing se pouziva predevs§im u krav a ovci na gastrointestinalni
a plicni oblé Cervy. Déle se pouZziva na tasemnice a dosp€lé motolice jaterni (Veterinary
Medicines Directorate 2011). U krav a ovci se pouziva v davkovani 5-7,5 mg/kg, az 10
mg/kg na Fasciola hepatica. U lidi se pouziva v davce 400 mg (European Medicines

Agency 2004).
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Rikobendazol

Je sirokospektry, ma podobné indikace jako albendazol, pouZiti u ovci a skotu. V Ceské
republice neni registrovan pfipravek s rikobendazolem jako u¢innou latkou. Davkovani
je podobné albendazolu, 5-7,5 mg/kg, na motolice se pouzivaji vyssi davky (Veterinary

Medicines Directorate 2010).

Flubendazol

Flubendazol je obvykle pouzivan u monogastrickych zvitat, jako jsou prasata, psi,
kocky a kur domaci. Davkovani je zavislé na zivocisném druhu a délce terapie,
naptiklad u prasat se pouziva v davce 1 mg/kg po dobu 5 dnil nebo 2,5 mg/kg po dobu 2
dnti (Ustav pro statni kontrolu veterindrnich biopreparati a 1é¢iv 2013). Na
haemoncho6zy obvykle neni pouzivan, ale jeho efektivita na hlisticové infekce malych

prezvykavci byla prokdzana (Bartikova et al. 2010, Lamka et al. 2000).

2.3.1.2 Imidazothiazoly

Imidazolothiazolové anthelmintikum levamisol pisobi jako cholinergni agonista,
depolarizuje nervova ganglia hlistic a vede tak ke spastické paralyze parazitt (Coles et
al. 1975). Ochromeni parazité¢ jsou ze zvifete vylouceni zazivacim traktem spolu
s trusem. Mistem ¢inku je nAChR nematod, transmembranovy iontovy kanal sloZzeny
z péti podjednotek. Tento receptor je oteviran acetylcholinem a propousti ionty Na' a
Ca®" pres membranu. Receptor mé vice nez 30 riiznych podjednotek (Laing et al. 2013),
které se sklddaji do rtznych pentamerd. Ty vykazuji rozdilnou aktivitu a citlivost

k levamisolu, ktery tento kanal otevira.

2.3.1.3 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony zvySuji membranovou permeabilitu pro chloridové ionty
(Turner a Schaeffer 1989). Hlavni pouzivanou latkou této skupiny, jinak nazyvané
avermektiny, je ivermektin. Dal§imi latkami z této skupiny jsou naptiklad abamektin,
moxidektin.

Makrocyklické laktony zplisobuji zpomaleni peristaltiky pharyngu, svalovou
paralyzu a ochromeni délohy. Zasazeni parazité se tedy nemohou déle krmit, hybat ani
vylu€ovat vajicka. U vlasovek se nejcitlivéjsim na uc¢inek makrocyklickych laktonti jevi

pharynx (Prichard 2001).
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Mistem uc¢inku téchto molekul jsou glutamatem fizené chloridové kanaly. Tyto
GluCl kanaly jsou nejvice exprimovany u dospélcii, coz by vysvétlovalo vyssi citlivost
dospélych vlasovek oproti larvdm a vajickim. Makrocyklické laktony tyto kanaly
ireverzibilng aktivuji, a tim inhibuji aktivitu neuronti a kontraktilitu sval, ¢imz
zpusobuji paralyzu a smrt (Kotze et al. 2014). DalSim, prvnim objevenym mistem
ucinku téchto molekul jsou glycinem a kyselinou y-aminomaselnou (GABA) fizené
chloridové kanaly (Prichard 2001). GABA receptory vSak reaguji na makrocyklické

laktony az pfi vyssi koncentraci.

2.3.1.4 Derquantel

Novéjsi sloucenina derquantel se vadze na nikotinovy acetylcholinovy receptor, vede
k rychlé svalové paralyze a smrti Cerva. Derquantel je semisynteticky spiroindol,
pouziva se v kombinaci s abamektinem. Abamektin jakozto makrocyklicky lakton
potencuje antagonisticky uc¢inek derquantelu na nikotinové receptory piicn¢ pruhované
svaloviny a déle zptisobuje hyperpolarizaci pharyngu pomoci aktivace GluCl receptorti
(Puttachary et al. 2013). Tato kombinace ma Siroké spektrum a vysokou ucinnost.
Soucasné pouziti ma synergicky efekt, protoze se jedna o kompetitivniho (derquantel) a

nekompetitivniho (abamektin) antagonistu (Little et al. 2011).

2.3.1.5 Aminoacetonitrilové derivaty

U monepantelu je mistem u¢inku pravdépodobné pro hlistice specifickd podjednotka
acetylcholinovych receptori. Mélo by se jednat o podjednotku ACR-23, patfici do
DEG-3 podrodiny nAChR, které se u savct nevyskytuji (Kaminsky et al. 2008). Tato
podjednotka neni cilem ostatnich anthelmintik ptsobicich na nikotinovych receptorech,

nevykazuje s nimi proto zkiizenou rezistenci.

2.3.2 Diivody selhani anthelmintik
S globalnim oteplovanim se klima na vétSiné pastvin stava teplejSi a vlh¢éi. Tim se
pozmeénuji vzorce vyskytu nematod v case (van Dijk et al. 2010).

StarSi strategie poddvani anthelmintik se zaméfovala na naprostou eliminaci
vsech parazitli pomoci anthelmintik, coz vedlo k vysokému evolu¢nimu tlaku a vzniku
rezistence na anthelmintika. Tomuto se v soucasnosti pokousime zabranit tvorbou

refugii pro citlivé parazity.
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U vétSiny anthelmintik je mechanismus vzniku rezistence na né neznamy.
Nejvice prozkoumany a ziejmée jednodussi, nez u ostatnich, je mechanismus vzniku
rezistence na benzimidazolova anthelmintika.

Vznik rezistence dale podporuje poddavkovani a pfiliS§ Casté terapie
anthelmintiky, pro gastrointestinalni nematoda v intervalu pfiblizné¢ 3 tydna (Jackson et
al. 2012). Problém s davkovanim je pfedevS§im u koz, protoze u téch jsou casto
anthelmintika pouzivana off-label. U koz pravdépodobné vznikd rezistence na
anthelmintika snadnéji (napiiklad 7. circumcincta rezistentni na ivermektin byla u koz
nahlaSena o 10 let dfive nez u ovci), kviili jejich nizsi schopnosti vytvofit si imunitu na
gastrointestindlni parazity. Proto je Casto nutnd terapie anthelmintiky i u dospélci, coz
vyrazné omezuje schopnost vytvaret refugia (Scott et al. 2013). Kozy maji také
intenzivnéj§i metabolismus, coZ vede k niz§im davkdm anthelmintika v misté ucinku
(Jackson et al. 2012). Anthelmintika se jim tedy vétSinou podavaji v 1,5-2 ndsobnych
davkach podle typu anthelmintika.

2.3.3 Budoucnost anthelmintik

Vsechna dosavadni anthelmintika byla nalezena metodou nahodného screeningu. Zprvu
na zivych infikovanych hostitelich, posléze na modelovych parazitech chovanych
v kulturach. V posledni dobé se metodologie pfesunuje k screeningu, zaloZenému na
mechanismech ucinku na pfedem vytipovanych molekularnich cilech. 1 proto se
snazime podrobnéji pochopit biologii a biochemii hlistic. Zatim vSak posledni
jmenovany piistup nevedl k Gspéchu. Zavadeéni novych 1éCiv je zalezitost velice drahd a
naro¢na, a ve veterinarni oblasti dlouhodobé podfinancovana (Geary et al. 2015). Je
nutnd kombinace zodpovédné aplikace anthelmintik s nefarmakologickymi opatfenimi
pro kontrolu infekci.

Testuji se dalsi potencidlné efektivni piistupy pro kontrolu helmintoz, hlavné
kontrola vyzivy s dostatenym pfisunem bilkovin, antiparazitarni vakciny nebo
napiiklad nematofagni houby (Burke et al. 2009).

Védci se snazi pomoci farmaiim s vybérem strategie anthelmintické terapie tak,
aby rezistence nastoupila co nejpozdéji a zaroven to pro né nebylo piili§ narocné, aby
byla takova terapie v praxi dodrzovana. Prikladem takové snahy je studie Dobson et al.,
2011 zaméfend na australské podminky. Jednoduchym zpisobem, jak oddalit vznik

rezistence, je pouzivat kombinace anthelmintik s riznymi mechanismy ucinku, to vSak
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nemusi byt efektivni, pokud se jiz na farm¢ vyskytla multirezistence. Dtive (v 80. letech
minulého stoleti) se doporucovala pravidelna rotace anthelmintik s riznymi
mechanismy ucinku. Tento postup v soucasnosti doporucen neni, divodem je to, ze
jakmile se jednou vyvine rezistence na ur¢ité anthelmintikum, populace hlistic si jiz tuto

alelu prenasi s pomérné vysokou ¢etnosti (Waghorn et al. 2008b).
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2.4 Rezistence

Hlistice si dokazi vytvaret rezistenci na anthelmintika znepokojujici rychlosti. Tento
fakt je do zna¢né miry dan tim, Ze parazitujici Cervi vykazuji i v rdmci stejné populace
znacné genetické polymorfismy. Naopak populace z riznych regioni se navzijem az
tak drasticky neli§i. To je vzhledem k minimalni schopnosti samotného parazita
cestovat na delSi vzdalenosti pfisuzovano predevSim Cilym pfesuniim hostitelskych
zvitat. Rychlost mutaci je u vlasovky slezové piiblizné 3x rychlej$i, nez u obratlovct.
Toto spolu s praktickou neexistenci populaci, na které neni vyvijen evolu¢ni tlak
plisobenim anthelmintik, vede k velmi rychlému rozsifovani alel vedouci k rezistenci
(Blouin et al. 1995).

Soucasna svétova situace je alarmujici, naptiklad v USA je hldSena az 98%
rezistence Cervil na benzimidazoly. Rezistence na levamisol a ivermektin je taktéz
vysokd, o néco efektivnéjsi zlistdva moxidektin, ale na mnoha farmach jsou hlaSeny
kmeny rezistentni na vSechna bézné anthelmintika (Kaplan a Vidyashankar 2012).

Masivni rozsifeni rezistence na anthelmintika je dasledkem mnoha faktort,
mimo jiné plosSnym pouzivanim anthelmintik jako relativné levného zplisobu zvySeni
produktivity chovu. Vysokou rezistenci na anthelmintika vykazuji piedevSim H.
contortus a T. circumcincta. Samovolné reverze rezistence je nepravdépodobnd kvili
tomu, Ze jsou zvifata chovana ve stadech. V extrémnich ptipadech je nutno chovy, ve
kterych pretrvava vysokd multirezistence, zlikvidovat (Blake a Coles 2007).

Prvni zndmkou vzniku rezistence na anthelmintika v chovu obvykle byva, Ze
jehnata nedokaZi pfed zimou dosdhnout cilové hmotnosti ani pies preventivni pouzivani

anthelmintik (Sargison et al. 2007).

MozZnosti vzniku rezistence

a) S introdukci novych zvifat do chovu — je nutné dodrZovat karantény a zvifata pustit
dohromady az tehdy, kdyZ maji nova zvirata negativni FECRT.

b) Genovy drift pifi stalé expozici malym mnozstvim anthelmintik — selekce mutaci,
poskytujicich evolu¢ni vyhodu, jejich GspéSnost zavisi na sile evoluéniho tlaku a na
tom, zda jsou alely dominantni nebo recesivni.

c) Selekce preexistujiciho rezistentniho genotypu (Prichard et al. 1980).

d) Efektivni likvidace refugii — evolucni tlak je vyvijen na celou populaci parazita.
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2.5 Metabolismus xenobiotik

2.5.1 VSeobecné rysy metabolismu xenobiotik

Vseobecny zptisob detoxifikace télu cizich latek je vS§em organismim spole¢ny. Sklada
se obvykle ze tfi na sebe navazujicich fazi.

V prvni fazi se v molekule odhaluji nebo k ni pfidavaji reaktivni polarni skupiny
pomoci riznych enzymi, ptredevsim CYP (cytochromy P450), ale i dehydrogenas
(MDR — medium-chain dehydrogenases, SDR — short-chain dehydrogenases, AKR —
aldo-keto reductases), FMO (flavinmonooxidas), reduktas a fadou dalSich. K mén¢é
Castym enzymum ucastnicich se pfemén I. faze metabolismu patii také peroxidasy,
MAO (monoaminooxidasa) nebo XO (xanthinoxidasa) (Cvilink et al. 2009).

Ve druh¢ fazi jiné enzymy na tato odhalena polarni mista molekuly ptidavaji
polarni zbytky jinych molekul, které vysledny produkt ¢ini vyrazné 1épe rozpustnym ve
vodé. Konjugacni enzymy vyzaduji ke své funkci dodéni energie ve formé
makroergniho kofaktoru. Mezi tyto konjuga¢ni enzymy patii glutathion-S-transferasy,
UDP-glykosyltransferasy, sulfatasy, N-acetyltransferasy atd. Glutathion-S-transferasy
(GST) maji zaroven schopnost neutralizovat volné radikaly.
transportéry, které toto zajiStuji, patii do rodiny ABC-transportéri (ATP-binding
cassette). Nekteré z téchto transportérti jsou zodpovédné za multirezistenci, naptiklad
skupiny ABCB (P-glykoprotein, MDR — multi drug resistant), ABCC (MRP -
multidrug resistant related protein) a ABCG (vcetné BCRP — breast cancer resistant

protein) (Choe et al. 2012).

2.5.2 Metabolismus xenobiotik u vlasovek

2.5.2.1 Enzymy Il. faze metabolismu

Oxidasy

Né&jakou dobu se mélo za to, Ze hlistice uplné postradaji cytochromy P450. Pak byly
identifikovany geny pro CYP v genomech téchto parazitii, poprvé u blizké piibuzné
vlasovek, C. elegans. U vlasovek byla vyrazngjsi aktivita pozorovana u larev nez u
dospélct, pravdépodobné diky tomu, ze ve volném prostiedi je larva vystavena vétSimu
oxida¢nimu stresu, nez dospélec v zaludku. Cytochromy jsou vétSinou monooxygenasy,

mohou vSak fungovat také jako oxotransferasy nebo reduktasy.
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Oxidovat xenobiotika mohou dale peroxidasy, které byly u hlistic také
identifikovany. Pro parazity je schopnost branit se oxidantim velmi dulezita, protoze pii
reakci imunitniho systému na parazita vznikaji reaktivni kyslikové radikaly. Mezi
enzymy schopné vypotadat se s timto nebezpecim patii SOD (superoxiddismutasa),
katalasa, glutathionperoxidasa, XO (xanthinoxidasa), cytochrom c¢ peroxidasa a
peroxiredoxiny. U helmintd patfi mezi dilezit¢é oxidaéni enzymy 1 FMO

(flavinmonooxidasy) (Cvilink et al. 2009).

Reduktasy a hydrolasy
Tyto enzymy byly u helmintl identifikovany historicky difive. Redukci podléhaji
zejména aldehydické slouceniny. Ptestoze jejich aktivita je dobfe prozkoumadna, o
samotnych enzymech toho moc zndmo zatim neni (Cvilink et al. 2008a). Mezi dalsi
sloueniny podléhajici redukci wu parazitickych cervli patii azoslouceniny,
nitroslouceniny a sulfoxidy.

Hydrolasy obstaravaji rozklad esterti, amidi a cyklickych sloucenin. Dale

mohou rozkladat produkty druhé fadze metabolismu xenobiotik.

2.5.2.2 Enzymy II. faze metabolismu

Vétsina z nich neni dosud detailné prozkoumadna, jedind skupina, na kterou se vyzkum

vice zam¢fil, jsou glutathion-S-transferasy (Cvilink et al. 2009).

GST

Vzhledem k Siroké a Casto se piekryvajici substratové specificité se GST klasifikuji
podle analyzy sekvence aminokyselin, které je tvofi. U savcl byly identifikovany
skupiny alfa, mi, pi, sigma, theta, kappa, zeta a omega, a samostatna skupina MAPEG,
kterd zahrnuje s membranou spojené GST. Zda se, Ze ostatni organismy exprimuji jim
specifické skupiny GST.

Vyzkum GST u H. contortus byl inspiraci k zavedeni nové skupiny GST do
terminologie, takové, kterd je specifickd pro helminty. Do této skupiny by se daly
zatadit vSechny tyto enzymy nalezené u H. contortus a 7 z téch, které byly nalezeny u
C. elegans. GST nejsou jen biotransformacni enzymy, hraji vyznamnou roli také pii

ochrané pfed oxida¢nim stresem a odstraiiuji produkty peroxidace lipidu.

27



Dalsi enzymy II. faze
Byla prokdzdna acetylacni aktivita, u nckterych helminti také dukazy aktivit
glukosidacnich a sulfatac¢nich (Cvilink et al. 2009).

2.5.2.3 Transportéry

cassette). Tyto transportéry maji dvé transmembranové domény a 2 domény vazici
nukleotidy. U Schistosoma mansoni byl identifikovan i transportér majici jednu TMD
(transmembrane domain) a jednu NBD (nucleotide-binding domain) doménu, ktery je
podobnéjsi prokaryotickym strukturdm. U vlasovky slezové bylo identifikovano alespon
7 riznych ABC efluxnich transportéra (Kerboeuf et al. 2003). Ke své funkci vyzaduji
energii ve form¢é¢ ATP. Nékteré jsou substratoveé specifické a transportuji ziviny a
dalezité latky do bunék za spotieby ATP. Rada viak zastava funkci exportni a je daleko
mén¢ specifickd. Takové transportéry zajiStuji eflux odpadnich latek a xenobiotik
z bunék (Higgins 2001).

Vétsina ABC transportérii je u helmintl lokalizovana ve faryngu a stfevech, coz
odpovida jejich funkci pfi ochrané parazita pred nebezpecnymi latkami z vnéj$iho
prostiedi. Blokace ABC transportéri pomoci jejich inhibitort, naptiklad verapamilem,
dokaze ¢astecné zvratit rezistenci na benzimidazoly a makrocyklické laktony (Kerboeuf

et al. 2003).

2.5.3 Role metabolismu ve vzniku rezistence u helminta

Rezistence na anthelmintika mtize byt zaloZena na podtextu farmakodynamickém nebo
farmakokinetickém. Farmakodynamicka rezistence znamena typicky zménu cilového
mista, diky které dany ¢k ztrati efekt. Farmakokinetick4 rezistence miiZze byt zptisobena
hor$im priinikem anthelmintika do tk&ni parazita, jeho metabolizaci na inaktivni latky
nebo rychlej§im vylu€ovanim. Timto se efekt 1éku snizi, ale zcela nevymizi. Tyto
mechanismy se ¢asto kombinuji (Cvilink et al. 2009).

Aktivita biotransformacénich enzymu parazitickych cervli se mize zvySovat i
diky pritomnosti polutantii prostiedi, které pusobi jako enzymové induktory (Roh et al.

2007, Menzel et al. 2007).
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2.5.4 Stav vyzkumu metabolismu u helminti se zamérenim na

benzimidazoly

Malokteré anthelmintikum ma kompletné prozkoumany metabolismus u ¢ervii, které ma
nicit. VEétSinou je metabolismus zndmy jen pro urCity druh Cerva a urCity typ enzymu.
S pokracujicim vyzkumem genomu helminti bylo odhaleno mnoho genti pro enzymy
metabolizujici xenobiotika u riznych druhii. Co do poctu téchto enzymu jsou nejlépe
vybavena nematoda, u H. contortus se podle WormBase nachazi naptiklad az 42
riznych genii pro CYP, 34 pro UGT nebo 46 gent pro ABC transportéry (Matouskova
et al. 2016). Byla prokazana fada metabolitii anthelmintik vznikajici oxidaci nebo
redukci pivodnich latek, neni vSak jasné, které specifické enzymy dané metabolity
produkuji. Nebyly zaznamenany metabolity vzniklé konjugaci s glutathionem, prestoze
GST jsou u helmintd relativné 1épe prozkoumané v porovnani s jinymi enzymy
(Matouskova et al. 2016). GST piedevsim chrani helminta pfed oxidacnim poskozenim
a mohly by také vazat molekuly nékterych anthelmintik, jako jsou benzimidazoly nebo

klosantel, které tak inhibuji aktivitu GST (Harispe et al. 2010).

2.5.4.1 Albendazol

U albendazolu je zdokumentovdna jeho pfeména na albendazol-sulfoxid u nckolika
druhti parazitickych ¢ervi. Albendazol-sulfoxid (rikobendazol) je vSak anthelminticky
aktivni. Za mén¢ aktivni metabolit je povazovan albendazol-sulfon, u vlasovek vsak
sulfony benzimidazolovych anthelmintik identifikovany nebyly (Cvilink et al. 2008b).
Vlasovky albendazol metabolizuji na albendazol-sulfoxid a tfi rtzné glykosidy

albendazolu (Vokial et al. 2013).

metabolizace hostitelem

V téle hostitele je albendazol rychle a vyrazné metabolizovan na albendazol-sulfoxid,
dale na albendazol-sulfon a albendazol-2-aminosulfon. Albendazol-sulfoxid je
povazovan za aktivni metabolit zprostfedkujici nejvétsi podil ucinku (Dayan 2003).
Samotny albendazol se metabolizuje tak rychle, ze v plazmé neni kvantifikovatelny.
Albendazol v8ak muze do téla H. contortus pronikat 1 diftzi v rumen. Pfi intraruminalni
aplikaci se v gastrointestinalnich nematodach prokazateln¢ hromadi jak albendazol-

sulfoxid, tak samotny albendazol (Alvarez et al. 2000).
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Biologickou dostupnost albendazolu lze u lidi zvysit podanim s tu¢nym jidlem,
kvili jeho Spatné rozpustnosti ve vodé. U prezvykavcl naopak pomaha nechat zviie
pied podanim chvili bez jidla, na u¢innosti se to vSak pfili§ neprojevi (Lifschitz et al.
2017). Na parazitické Cervy vyskytujici se jinde nez v gastrointestinalnim traktu ptisobi
pfedev§im ABZ-SO, pfenaSeny k parazitu krvi. To by mohlo byt diivodem faktu, Ze
naptiklad na F. hepatica je nutné pouzit vys$si ddvky ABZ nez na gastrointestindlni
nematoda (Alvarez et al. 2000).

Albendazol-sulfoxid vznikd extenzivnim first-pass metabolismem v jatrech a
pravdépodobné i ve stfevni sténé hostitele. Metabolismus je zprostiedkovan cytochromy
P450 a flavinovymi oxidasami (Rawden et al. 2000).

Utinnou latku albendazol-sulfoxid lze do téla podat jako netobimin, prekurzor
albendazolu, jako albendazol nebo ptimo jako albendazol-sulfoxid (Dayan 2003).

Albendazol se podava kravam ve vysSich davkach nez ovcim, kvili vyssi

aktivité jejich oxida¢nich enzymii (European Medicines Agency 2004).

2.5.4.2 Flubendazol

U vlasovky slezové byly prokazany 4 metabolity flubendazolu — redukovany
flubendazol, glukosovy konjugat redukovaného flubendazolu a dva glukosové
konjugaty flubendazolu. Tvorba téchto metabolitl je u rezistentnich kmenti vyrazné
vyssi nez u citlivych vlasovek (Vokial et al. 2012). Predpoklada se, ze redukovany
flubendazol je farmakologicky neaktivni, protoze jemu velmi podobnd molekula,
redukovany mebendazol, neaktivni je (Dayan 2003).

Redukce flubendazolu je NADPH-dependentni a stereospecifickd, u hlistic
vznikd predevSim (-) enantiomer, zatimco napiiklad u prasat a bazantl je reakce
rychlejsi a vznika pfednostné (+) enantiomer (Nobilis et al. 2007).

Pouziti flubendazolu na haemonch6zu drobnych ptezvykavcu je off-label, jeho

metabolismus v téchto hostitelich tedy neni detailn¢ prozkouman.
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2.6 Metody stanoveni metaboliti v biologickém

materialu

Studium metabolismu narazi zpravidla na zasadni pfekazku v tom, Ze metabolity se
v biologickém materidlu nachézi obvykle ve velmi nizkych koncentracich. Na jejich
identifikaci a piipadnou kvantifikaci jsou nutné velmi sofistikované metody.
V soucasnosti je nejpouzivan€j$i chromatografie a to Casto ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Stanoveni metaboliti komplikuje jejich mnozstvi a také tada

endogennich latek, které mohou interferovat s analyzou.

2.6.1 Kapalinova chromatografie

2.6.1.1 HPLC

Vysokoucinnd, neboli také vysokotlakd kapalinova chromatografie je v soucasnosti
jeden znejpouzivanéjSich zpisobl separace komplexnich vzorkid. Tato metoda je
schopna nejen separace, ale také identifikace a kvantifikace sloZzek analytu. Metoda je
zalozena na pouziti dvou fazi opacné polarity, jedné kapalné, prohanéné pod vysokym
tlakem druhou, pevnou fazi. Afinita k pevné fazi urcuje retencni Cas, kvalitativni
charakteristiku dané latky (Malviya et al. 2010). HPLC se d& vyuzit na potvrzeni
identity latek, stanoveni jejich mnoZstvi, stanoveni necistot ¢i pro procisténi vzorku.
HPLC se skladé z injektoru, pumpy, mobilni faze, stacionarni faze a detektoru.
Vzorek se obvykle nastfikuje pomoci déavkovaci smycky, zpravidla automaticky
(autosampler). Pokud je objem vzorku mensi nez objem smycky, je nutné pouZit interni

standard (Ardrey 2003).

Zikladni parametry HPLC

Zakladni kvalitativni veli¢inou v HPLC je retencni €as (tr), neboli doba od nastfiku

vzorku po maximum chromatografického piku. Identifikace latky se provede

porovnanim s tg standardu, naméfeném na stejném piistroji za totoznych podminek

(Meyer 2004). Jako kvantitativni charakteristika se pouziva plocha chromatografického

piku, jako méné presna charakteristika se da pouzit i jeho vyska (Robards et al. 2004).
Vnitini primér HPLC kolony ovliviiuje maximalni mnozstvi vzorku a citlivost.

Velikost castic ovliviiuje separacni schopnost. Cim vétsi je povrch pevné faze, tim lepsi
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separace je mozné dosahnout, avSak je nutné pouzit vyssi tlak mobilni faze. Tlak
mobilni fAze musi byt pomérné vysoky a pfedevsim konzistentni v pruibéhu méteni.

Eluce mize byt isokratickd, kdy se sloZzeni mobilni fdze neméni, nebo
gradientova, kdy se slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy méni podle predem
ur¢en¢ho planu. Gradientova eluce je zvlasté vyhodna tehdy, potfebujeme-li analyzovat
nepolarni parentni latku spolu s jejimi polarnimi metabolity (Ardrey 2003).

Detektor je obvykle UV spektrometr, ktery mtize detekovat vSechny organické
slouceniny. Nejcast¢ji je nastaven na méfeni pii 254 nm. Ve specidlnich piipadech Ize
pouzit i jiné detektory, poskytuje-li to vyhodu vyssi citlivosti ¢i specifity (Malviya et al.
2010). Vyhodné je naptiklad pouziti fluorescencniho detektoru v ptipadech, kdy je
analyty mozné takto detekovat (Ardrey 2003).

2.6.1.2 UHPLC
Ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) je novéjsi variantou HPLC.

Proti tradi€ni HPLC je rychlejsi a citlivéj$i. Vyuzivd menSich ¢astic, obvykle 1,7 pm,
zatimco klasickd HPLC vétSinou 3-5 pm. Rychlejsi pratok mobilni faze takto malymi
Casticemi nezhorSuje citlivost, je tedy mozné celou analyzu zrychlit. Hlavnim
problémem této metody je obrovsky zpétny tlak. Pfistroje pro HPLC jsou stavény na
tlak do cca 40 MPa, UHPLC zvladne 1 vice nez 100 MPa. Kolony pro UHPLC jsou i
uzsi, protoze v Siroké koloné vznika ptilisné tfeni, které generuje teplo, prenasené do
kapalné faze, coz mize ovlivnit stanoveni az rozlozit nékteré molekuly (Novéakova et al.

2006).

2.6.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd technika schopnd urcit chemické sloZeni
molekuly nebo vzorku podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) nabité Castice (Patel et
al. 2012).

Hmotnostni spektrometr se skldda ze tii hlavnich c¢asti, ioniza¢niho zdroje,
analyzatoru a detektoru. Pomoci ioniza¢niho zdroje se analyzované molekuly pievedou
na ionty, se kterymi se 1épe manipuluje. Ty jsou pfevedeny do analyzatoru, kde jsou
rozdéleny podle poméru své hmotnosti vii¢i naboji (m/z). Tyto ionty jsou nasledné

detekovany. Cely systém je obvykle pod plnou kontrolou pocitae a uzavien ve vakuu,
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aby nedochazelo k interferencim kolizemi s molekulami ve vzduchu (Ashcroft et al.
1997).

Vysledky jsou znacéné zavislé na zplisobu méfeni. Typ pouzitého iontového
zdroje a to, zda je pouzit negativni nebo pozitivni mdd je tieba brat v uvahu pii analyze
vysledka (Patel et al. 2012).

Vzorek se muze analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie piimo pouze
tehdy, je-li jednoslozkovy. Jindy se hmotnostni spektrometr zafazuje za

chromatografickou nebo elektroforetickou metodu.

2.6.2.1 Ioniza¢ni zdroje

Elektrosprejova ionizace - ESI

Ionty se produkuji pfi odpatovani kapky z roztoku. Kapalina se vzorkem prochazi
tenkou kapilarou, jejiz konec je pod napétim 3-4 kV. To zplisobi ejekci malych, vysoce
nabitych kapicek z kapilary. Hnaci plyn pomah4 usmérnit proud ¢astic a vysuSovaci
plyn (ktery maze byt stejny jako hnaci, nejcastéji se jedna o dusik) odpatuje tekutinu
z kapicek, takZe ziistanou jen ionty (Ashcroft et al. 1997).
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Obr. 3. Schematicky nakres elektrosprejového ionizacniho zdroje.

33



Ostatni zdroje

DalSimi metodami jsou elektronova (EI) nebo chemicka ionizace (CI), které se
pouzivaji hlavné pro analyzu plynti. Ostatni metody pouzivané na tekuté vzorky jsou
MALDI (ionizace laserem za ucasti matrice), desorpce polem (FD), ionizace
urychlenymi atomy (FAB), termosprej (TSP), chemicka ionizace za atmosférického

tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) a dalsi (Patel et al. 2012).

2.6.2.2 Analyzatory — typy hmotnostnich spektrometri

Kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr

Tento analyzator je oblibeny pro svou univerzalnost, spolehlivost a robustnost.
Kombinace s LC je vyhodna, protoZe kvadrupdly jsou schopny rychlého skenovani a
nepouzivaji ptili§ vysoka napéti, coz je Cini tolerantn¢js$i k vysokym tlakiim z HPLC

(Ardrey 2003).
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Obr. 4. Kvadrupo6lovy analyzator, pouze ionty urcité hmotnosti (M) pii urcité frekvenci

osciluji stabilng, ostatni (M», M3) jsou rozptyleny na ty¢e kvadrupolu.

Ze zdroje iontd (obvykle vzniklych ESI) prochazeji ionty o pomérné nizké
energii smérem k detektoru mezi Ctyfmi ty¢emi uspofadanymi do Ctverce (viz Obr. 4).
Protilehlé ty¢e jsou shodné nabité, sousedni opacné nabité. Napéti na ty¢ich ma dve
komponenty — stejnosmérnou a sttidavou. Stfidavé napéti rozkmitava ionty vstupujici
mezi ty¢e kvadrupdlu. Ionty urcité hmotnosti pii urcité frekvenci osciluji stabilné,
vSechny ostatni nestabilné a rozptyli se na ty¢ich kvadrupdlu. Aby se takto dalo naméfit
hmotnostni spektrum, méni se hodnota stfidavého i1 stejnosmérného napéti, pficemz

pomér téchto hodnot zlistdva stejny. Hmotnost detekovaného iontu je pfimo umérna
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stfidavému nap¢ti, pfi kterém byl detekovan. Cim vys$$i je stejnosmérné napéti, tim

vyss§i je rozliSeni, avSak na ukor citlivosti.

TOF hmotnostni spektrometr

Analyza doby letu iontil je zaloZena na vyslani ionti, kterym je udélena stejna kineticka
energie, na trasu definované délky, pficemz se méfi, za jak dlouho ji urazi. Jestlize maji
vSechny stejny ndboj, jejich rychlost je zavisld pouze na jejich hmotnosti. Rychlost
iontu je nepfimo umérna druhé odmocnin¢ jeho m/z. Vyhodna je kombinace
s ionizacnim zdrojem MALDI. Vyhodou této metody je prakticky neomezena Skala
hmotnosti, které miize méfit, je proto vhodna i pro makromolekuly (Ashcroft et al.

1997, Patel et al. 2012).

Iontova past
Kvadrupolova iontova past funguje podobné jako kvadrupdl s tim rozdilem, ze ionty

jsou zachycovany a postupné propoustény dale (Patel et al. 2012).

2.6.2.3 Detektory

Detektory identifikuji ndboj nebo proud produkovany ionty, které prochazi kolem nebo
nardzi na povrch detektoru. Casto je nutné zesileni, protoze pocet iontii prochazejici

hmotnostnim spektrometrem je relativné maly.

2.6.2.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Pouziva se na zjistovani struktury neznamych vzorki a pro detekci znamych molekul
ve slozité matrix, kdyz je potieba velka specifita. Mezi obéma analyzatory se obvykle
nachézi kolizni cela, coz je v podstaté kvadrupdl bez aplikace stejnosmérného napéti.
V této cele se ionty srazi s molekulami inertniho plynu, coZ vede k fragmentaci.

Jako zlaty standard se pouziva hmotnostni spektrometrie za pouziti trojitého
kvadrupélu, ktera neni piili§ draha nebo naroéna na prostor. Siroce pouZivana je i
hmotnostni spektrometrie s pomoci iontové pasti, kterd umoziuje detailni fragmentaéni
analyzu (Xie et al. 2012). Iontova past umoziuje tandemové méteni, aniz by vyzadovala
neékolik za sebou zapojenych analyzatorti. Ve stejné iontové pasti nejprve probéhne

selekce iontl, nasledn¢ fragmentace a poté analyza produktovych iontt.
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Hybridni Q-TOF analyzator je vhodny pro analyzu pomoci hmotnostnich
defektii, protoze TOF analyzator je schopny méfit s odchylkami mensimi nez 2 mDa,
zatimco bézny kvadrupol vétSinou dosahuje dostatecné presnosti jen v fadu Daltoni a

tento typ analyzy proto nelze pouzit (Ardrey 2003).

2.6.2.5 Moznosti interpretace hmotnostnich spekter

Interpretaci by vzdy mél provadét zkuSeny odbornik. Spektrum je ¢asto nutné procistit
odeCtenim Sumu pozadi. Neexistuji dostatecné bohaté¢ knihovny spekter ionth
vytvofenych pomoci ESI. Je nutné vybrat spravny hlavni pik a tuto hypotézu potvrdit
podle pFitomnosti charakteristickych aduktd, napf. [M+Na]". Rfizné chemické skupiny
pfitomné v molekule maji Casto pro né typické fragmentacni chovani. Nékteré prvky,
naptiklad Cl a Br lze relativné snadno identifikovat diky pfitomnosti jejich izotopu
(Ardrey 2003). S analyzou také pomuze identifikace neutralnich ztrat typickych pro

urcité funkeni skupiny nebo ¢asti molekul (Xie et al. 2012).
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8. Clile prace

Cilem této diplomové prace je identifikovat metabolity flubendazolu, albendazolu a

rikobendazolu u Haemonchus contortus a porovnat rozdily v tvorbé metabolitli mezi

samci a samicemi a mezi citlivym ISE a rezistentnim IRE kmenem.

Izolace jedinct H. contortus z abomasa ovci.

Inkubace H. contortus s testovanymi 1éCivy.

SPE extrakce metabolitl ze vzorkd.

Me¢éteni metabolith testovanych anthelmintik pomoci LC/MS.

Analyza a vyhodnoceni vysledkda.
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4. Experimentalni cast

4.1 Biologicky material, pristrojové vybaveni,
reagencie a chemikalie

4.1.1 Biologicky material

Vlasovka slezova (Haemonchus contortus) — pouzity byly 2 rizné kmeny:

e ISE (Inbred Susceptible Edinburgh, MHco3) — kmen citlivy na anthelmintika,
podkmen kmene SE, izolovany zterénu jeS$t€¢ pred zavedenim
benzimidazolovych anthelmintik.

e IRE (Inbred Resistant Edinburgh, MHco5) — kmen odvozeny od ISE kmene
vytvofenim evolucniho tlaku benzimidazolovymi anthelmintiky (Yilmaz et al.
2017).

Material byl ziskén z ovci (Ovis aries), mladych berani, infikovanych ve 3. - 4.
mésici 5000 larvami 3. stadia (L3) vlasovky slezové na kazdé zviie. Larvy byly ziskany
z Vyzkumného institutu v Moredunu. Extrakci z abomasa provedl prof. RNDr. Jifi
Lamka, CSc.

Postup zachazeni s ovcemi byl schvélen etickou komisi Ministerstva $kolstvi,
mladeZe a t&lovychovy, podle protokolu MSMT-25908/2014-9. Veskeré experimenty
probéhly v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani ve znéni

pozd¢jsich predpisi.

4.1.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius (CP225D)

Automatické pipety Eppendorf Research Plus

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 D

Eppendorf Thermomixer comfort

Homogenizator Netz K2

Mraznicka Zanussi

Koncentrator Eppendorf Concentrator Plus

Lednicka Electrolux

LC-MS-8030 hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrup6lem, Shimadzu
pH metr Inolab

SPE kolonky Phenomenex Strata X (3 ml, 30 mg, 33 um)
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Spektrofotometr TECAN Infinite M200

Systém na ziskavani ultracisté vody Milli-Q RG

UHPLC Nexera, Shimadzu

Ultrazvukovy homogenizator Bandelin Sonopuls HD 2070

Vortex MS2 Minishaker IKA

Zatizeni pro SPE extrakci Supelco Visiprep

Zorbax RRHD Eclipse Plus 95A C18 kolona, 150x 2,1 mm, 1,8 um, Agilent

Technologies

4.1.3 Reagencie a chemikalie

Acetonitril, LC/MS ¢istota, VWR Chemicals
Albendazol, Sigma Aldrich

Albendazol-sulfoxid (ABZ-SO, RCB), Sigma Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, Penta
Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich

Flubendazol, Janssen Pharmaceutica

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma Aldrich
Hydrogenfosfore¢nan sodny, Penta

Kit pro stanoveni obsahu bilkoviny, Sigma Aldrich
Kyselina mravenci, LC/MS Cistota, Sigma Aldrich
Mebendazol, Sigma Aldrich

Methanol, LC/MS ¢istota, VWR Chemicals
Penicilin, Sigma Aldrich

Streptomycin, Sigma Aldrich

Tekuté sterilni RPMI-1640 médium, Sigma Aldrich

Ultracista voda
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava pracovnich roztoku
sodno-fosfatovy pufr (0,1 M; pH 7.,4)
Byly pfipraveny dva zésobni roztoky rozpusténim 17,9 g Na,HPO4*12H,0 v 500 ml

redestilované vody a rozpusténim 3,9 g NaH,PO4*H,0 v 250 ml redestilované vody.

Nasledné byly tyto roztoky smiseny na pozadované pH 7.,4.

10% acetonitril:

Acetonitril LC/MS kvality byl smisen s redestilovanou vodou v poméru 9:1.

4.2.2 Sbér biologického materialu

Sest predem od&ervenych jehiiat o stafi 3-4 mésice bylo peroralné infikovano L;
larvami vlasovky slezové. Kazdé zvite dostalo peroralné suspenzi 5000 larev. Po sedmi
tydnech po infikovani byla zvifata usmrcena. Dospéli ¢ervi byli extrahovani z abomasa
ovci pomoci agarové metody vyvinuté van Wykem (van Wyk et al. 1978, 1980) prof.
RNDr. Jifim Lamkou, CSc.

Obsah abomasa lacné ovce byl proplachnut fyziologickym roztokem a pftelit do
sklenéné nadoby. Nadoba se umistila do vodni lazné ptfi 40°C, dokud pevné casti
nesedimentovaly. Supernatant byl pielit do jiné nadoby. Obsah plvodni nadoby byl
dolit do 810 ml fyziologickym roztokem a k tomu se ptidalo 270 ml 2,6% agarové
suspenze. Vysledna koncentrace agaru byla 0,65%. Tato smés gelovala v platech, které
byly posléze ponoteny do fyziologického roztoku ve specidlni nadobé - Obr. 5 (Valat
2014, van Wyk et al. 1978).
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Obr. 5. Provedeni agarové metody izolace nematod z abomasa (foceno prof. RNDr.

Jitim Lamkou CSc. na Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové).

Platy byly inkubovany ptes noc v pufru a obdélniky byly nésledné vynaty a
oplachnuty od pfichycenych Cervli. Nematoda migrovala z agarového gelu do roztoku,

ze kterého byla snaze izolovana (van Wyk et al. 1980).

4.2.3 Rozdéleni ervi a jejich inkubace

Vlasovky byly nejprve tiikrat proplachnuty fosfatovym pufrem o pH 7.4. Cervi
jednotlivych kmenti byli rozdéleni na samice a samce podle morfologickych znakl a
rozpocitani po deseti do médii s testovanymi anthelmintiky tak, aby kazdy vzorek byl
vyhotoven ve tfech opakovanich. Hlavnimi pouzitymi rozliSovacimi znaky bylo zihané
zbarveni samic, zplisobené propletenymi stievy s pohlavnimi organy, dale vulva u

samic a spikuly u samcii. Vlasovky byly identifikovany pod mikroskopem. Na kazdy
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vzorek bylo pouzito 5 ml RPMI-640 média o pH 7,4, s 60 pg/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu (Cvilink et al. 2008b).
Takto ptipravené vzorky byly inkubovany 4 hodiny pii 37°C.

Nésledné bylo ze vzorkd odebrano 2,5 ml ¢istého média a misto né&j bylo ke
vzorku pfidano 2,5 ml stejného média obsahujiciho 10uM flubendazolu, albendazolu
nebo rikobendazolu. Testovanid anthelmintika byla pfedem rozpusténa v DMSO.
Koneéna koncentrace DMSO v médiu byla 0,1%, aby se zamezilo jeho pfipadnym
toxickym ucinklim. Vzorky byly nasledné¢ inkubovany 24 hodin pii 37 °C (Kotzea
McClure 2001). Po uplynuti 24 hodin bylo médium pfemisténo do plastovych
zkumavek a cCervi tfikrat promyti fosfdtovym pufrem. Oba typy materidlu byly
analyzovany odd¢leng.

Byly vytvoteny 2 typy slepych vzorkl. V prvnim typu slepych vzorki bylo
inkubovano médium s anthelmintikem bez ¢ervii. Druhy typ slepych vzorkli obsahoval
médium bez anthelmintika s 0,1% DMSO a vlasovkami.

Zkoumany material byl do dalsiho zpracovani uchovavan pii — 80°C.

4.2.4 Zpracovani ¢ervii a médii, SPE extrakce

Zpracovani ervi
Ke kazdému vzorku Cervii byl pfidan 1,1 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 a
vzorek byl zhomogenizovan, celkem 6x po 10 sna nizky vykon ultrazvukového
homogenizatoru Sonopuls. Vzorek byl zcentrifugovan (3 min, 5000 rpm), 10 ul bylo
odebrano na stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku. Jako vnitini standard byl pouzit
mebendazol o koncentraci 50 uM, fedény ze zasobniho roztoku ImM. Vnitini standard
byl pfidan ke kazdému vzorku po jeho homogenizaci, pfed extrakci na pevnych fazich.
Nasledn¢ byla provedena extrakce na pevné fazi (SPE). Pro extrakci byly
pouzity kolonky Phenomenex Strata X (3 ml, 60 mg, 33 um) podle Stuchlikova et al.
(2013).
Konec¢ny extrakt v acetonitrilu byl odpatren v koncentratoru po dobu 45 minut pfi

45°C. Vsechny vzorky byly skladovany pfti -20°C do dalSiho zpracovani.
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Zpracovani médii

Média byla zpracovana stejnou metodou SPE jako vlasovky, bez ptedchozich Uprav
homogenizaci a centrifugaci. Pfed provedenim SPE byl pfidan interni standard pro
HPLC — mebendazol o koncentraci 50uM. Acetonitrilovy extrakt byl odpafen stejnou

metodou.

4.2.5 Rozpousténi odparki v mobilni fazi

Odparky byly nasledné rozpustény v acetonitrilu a vod¢ tak, aby jejich pomér odpovidal
pocatecnimu slozeni mobilni faze v UHPLC koloné, tedy acetonitril a voda LC/MS
Cistoty o vysledném poméru 30:70 (acetonitril:voda) a celkovém objemu 100 pl.
Rozpousténi probihalo v ultrazvukové vodni 14zni po dobu 10 minut. Takto zpracovany
vzorek byl pfed nastfiknutim na kolonu jeSté pfefiltrovan pies jednordzovy filtr a

pfeveden do insertu.

4.2.6 Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin probéhlo pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA, bicinchoninic
acid) podle protokolu firmy Sigma Aldrich. Piitomné bilkoviny redukuji Cu®" z roztoku
CuS04.6H,0 na Cu’, které vytvaii pii pH kolem 10 stabilni modrofialovy komplex
s BCA. Kalibra¢ni kiivka byla zhotovena ze standardniho roztoku 1% BSA, fedéného
redestilovanou vodou. Kalibra¢ni kfivka pro kazdou desticku byla zhotovena podle

schématu:

Tab. 1 Koncentrace roztokii pouzitych k sestaveni kalibracni kiivky pro stanoveni

mnozstvi bilkoviny ve vzorcich.

koncentrace (ug/ml)  roztok 1% BSA (ul)  destilovana voda (ul)

1 0 0 500
2 200 10 490
3 400 20 480
4 600 30 470
5 800 40 460
6 1000 50 450

Z kazdého vzorku bylo pro toto stanoveni odebrano 10 ul. Toto mnozstvi bylo

nafedéno sodno-fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,4) 5x, aby byla méfend koncentrace
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bilkovin ve spolehlivém rozmezi kalibra¢ni kiivky. Kazdé stanoveni vcetné kalibracni
kiivky bylo provedeno ve ¢tyiech opakovanich.
K 10 pl natfedéného vzorku s bilkovinou bylo ptidano 200 ul pracovniho roztoku
C, ktery byl pfipraven smichanim pracovnich roztokit A a B z kitu v poméru 50:1.
Slozeni pracovniho roztoku A je NaHCO;, Na,COs;, BCA v 0,1 M NaOH.
Pracovni roztok B je 4% CuS0O4.6H,O. Vzorky byly inkubovany 30 minut pfi teploté
37°C v termomixéru. Nasledn¢ byla zméfena jejich absorbance pii 562 nm na

spektrometru TECAN. Stanoveni bylo provedeno na 96 jamkovych desti¢kach gama.

4.2.7 LC/MS analyza

Analyza prob¢hla na vysokou¢inném kapalinovém chromatografu Nexera (Shimadzu),
s kolonou Zorbax RRHD Eclipse Plus 95 A C18 o rozmérech 150x 2,1 mm, a velikosti
¢astic 1,8 um od spole¢nosti Agilent Technologies. Podminky analyzy byly nasledujici:
teplota 40°C, rychlost priutoku mobilni faze 0,4 ml/min a objem nastfikovaného vzorku
1 pul.

Byla pouzita gradientova eluce mobilni faze, kterd se sklddala z ultracisté vody
(faze A) a acetonitrilu LC/MS kvality (faze B), oboje s ptfimési 0,1% kyseliny mravenci
LC/MS ¢istoty. Gradient byl pouzit nasledujici: 0 min — 15% faze B, 8 min — 40% faze
B, 10 min — 95% faze B, a byl nasledovan 1 minutou isokratické eluce.

Pouzitym ioniza¢nim zdrojem byla elektrosprejova ionizace (ESI). Nastaveni
parametr pro analyzu bylo nésledujici: napéti na kapilaie 4,5 kV, teplota termobloku
400 °C, teplota DL 250 °C, priutok dusiku 12 I/min. Hmotnostni spektra byla
zaznamenavana vrozmezi m/z 50-1000 v pozitivnim modu, ktery vykazuje pro
studované metabolity vyssi senzitivitu. Metabolity byly identifikovany na zaklad¢ jejich
protonovanych iontd [M + H]" a rozboru jejich produktovych iontd. Podrobnosti jsou
uvedeny v pfiloze. Pouzita byla kolizni energie 25 eV, ktera byla pro tento typ
metabolitll zjiSténa jako optimalni. Jako kolizni plyn slouzil argon. Chemické standardy
oc¢ekavanych metabolitli nebyly pouzity, protoze naprostd vétsSina z nich neni komeréné
dostupna a jejich laboratorni pfiprava je velmi naroc¢nd, nebylo proto mozné provést
piresnou kvantitativni analyzu metabolitd. Jejich mnozstvi bylo stanoveno
semikvantitativné pomoci poméru ploch piku daného metabolitu vici plose piku
interniho standardu — mebendazolu (MBZ). V pfipad¢ vzorkl s Cervy byly tyto poméry

dale normalizovany na 1 mg celkového proteinu ve vzorku.
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4.2.8 Statisticka analyza

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci Studentova t-testu (GraphPad Prism 7.0).
Vysledky byly vyjadieny jako aritmeticky priumér se smérodatnou odchylkou z 3-6
opakovani. Rozdily mezi vysledky byly povazovany za signifikantni pii P < 0,05.
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5. Vysledky

Rozdily v metabolické aktivité¢ vlasovek slezovych podle kmenl a pohlavi byly
stanovovany pro albendazol, albendazol-sulfoxid (rikobendazol) a flubendazol. Pro
zptesnéni semikvantitativniho stanoveni metabolitd ve vzorcich ¢ervi byl stanoven
obsah bilkoviny v kazdém vzorku. Dale byl porovnan pomér metabolizovaného 1é¢iva

vici nemetabolizovanym parentnim latkam ve vzorcich.

5.1 Stanoveni bilkovin
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Obr. 6. Priklad kalibra¢ni kiivky pouZité ke stanoveni bilkoviny ve vzorcich.
Osa x — mnozstvi bilkoviny v kalibraénich vzorcich. Osa y — naméfend absorbance pfi

562 nm, primeér ze Ctyf stanoveni pro kazdou hodnotu.
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Tab. 2 Vysledky stanoveni obsahu bilkoviny ve vzorcich [mg/ml] pro albendazol.

smérodatna smérodatna
primér odchylka primér odchylka

ABZIREM1 1,11584 0,115078 ABZISEM1 0,482265 0,047562
ABZIREM 2  1,127947 0,134752 ABZISEM 2 0,710043 0,036319
ABZIREM 3  1,089572 0,040476 ABZISEM 3 0,36688 0,009645
ABZIREM4  0,998565 0,139967 ABZISEF1 1,058547 0,057013
ABZIREMS5  1,115073 0,109878 ABZISEF2  0,988675 0,016403
ABZIREM6  0,910852 0,108019 ABZISEF 3 1,051496 0,131507
ABZIREF1 1,586377 0,58684

ABZIRE F 2 1,516426 0,154118

ABZIREF 3 2,127811 0,32698

ABZIREF 4 1,539839 0,390731

ABZIREF5 1,457473 0,034405

ABZIREF 6 1,531594 0,156722

Kazd4 hodnota je primérem ze 4-8 stanoveni. ABZ = albendazol, IRE = rezistentni

kmen, ISE = citlivy kmen, M = samci, F = samice

Tab. 3 Vysledky stanoveni obsahu bilkoviny ve vzorcich [mg/ml] pro rikobendazol.

smérodatna smérodatna
primér odchylka primér odchylka

RCBIREM 1 1,092141 0,097171 RCBISEM 1 0,377137 0,069803
RCB IRE M 2 1,087635 0,062755 RCB ISEM 2 0,581197 0,035194
RCBIREM 3 1,209768 0,043832 RCBISEM 3 0,689103 0,051457
RCB IREM 4 1,29104 0,098694 RCBISEF 1 0,938675 0,097393
RCBIREM 5 1,159626 0,06611 RCBISE F 2 1,025427 0,037272
RCB IREM 6 1,287228 0,142555 RCBISEF 3 0,929274 0,083245
RCBIREF 1 1,287228 0,142555
RCB IRE F 2 1,597317 0,229435
RCBIREF 3 1,353979 0,178613
RCBIREF 4 2,336255 0,066337
RCBIREF5 1,65279 0,358019
RCBIREF 6 1,373825 0,09272

Kazda hodnota je primérem ze 4-8 stanoveni. RCB = rikobendazol, IRE = rezistentni

kmen, ISE = citlivy kmen, M = samci, F = samice
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Tab. 4 Vysledky stanoveni obsahu bilkoviny ve vzorcich [mg/ml] pro flubendazol.

smérodatna smérodatna

primér odchylka primér odchylka
FLUIREM 1 0,780434 0,206834 FLUISEM 1 0,760684 0,04214
FLUIREM 2 0,938214 0,042502 FLUISEM 2 0,766239 0,067827
FLUIREM 3 1,111839 0,094359 FLUISEM 3 0,534402 0,053508
FLUIREM 4 1,125053 0,097232 FLUISEF1 0,997863 0,038832
FLUIREM 5 1,214461 0,037518 FLUISEF2 0,85812 0,012761
FLUIREM 6 1,153159 0,071343 FLUISEF3 0,810256 0,092853

FLUIREF 1 1,203906 0,078405
FLUIREF 2 0,992211 0,093694
FLUIREF 3 1,830693 0,080201
FLUIREF 4 1,302701 0,435121
FLUIREF 5 1,036798 0,17898

Kazda hodnota je pramérem ze 4-8 stanoveni. FLU = flubendazol, IRE = rezistentni

kmen, ISE = citlivy kmen, M = samci, F = samice

5.2 Flubendazol

Protonovany ion [M+H]" parentni molekuly flubendazolu ma m/z 314, jeho retenéni &as
je 9,27 min a ma typicky produktovy ion m/z 282, ktery je produktem neutralni ztraty
methanolu (Am/z 32). Byl zjistén také fragmentacni ion m/z 123.

Bylo identifikovano 12 rtiznych metaboliti flubendazolu, z toho Sest doposud ve
vlasovkéach nenalezenych (Vokial et al. 2012). Vzorce odpovidajicich iontli a fragmenta

jsou uvedeny v dopliikové Casti prace.

5.2.1 Metabolity I. faze
Redukovany flubendazol (FLU-R, MS8gry), vznikly redukci karbonylu, je hlavnim

produktem metabolismu I. faze. Jeho protonovand molekula o0 m/z 316 ma hlavni
produktovy ion o m/z 284, ktery stejn¢ jako u parentni molekuly vznikd neutralni
ztratou methanolu. Redukovany flubendazol byl nalezen ve vSech testovanych vzorcich,
avSak v rozdilném mnoZstvi (Obr. 8). Samice tento metabolit produkuji ve vyrazné vétsi
mife nez samci, a rezistentni kmen vice, nez kmen citlivy.

Redukce karbonylu byla nejcastéjsi reakci I. faze metabolismu, jejimi produkty
jsou metabolity M2y, M3pLy, M4gLy, dale M6gLy, M7y, zminény M8y a M10gy
(Tab. 5). Byly nalezeny i jiné produkty I. faze metabolismu, vzniklé hydroxylaci nebo
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hydrolyzou karbamatu. Samotnou hydrolyzou v I. fazi vznikaji metabolity Mgy a

MS5gLy, metabolit M11gy je produktem hydrolyzy a hydroxylace.

5.2.2 Metabolity II. faze

Mezi metabolity flubendazolu byly identifikovany produkty N-glykosidace, O-
glykosidace, methylace a O-acetylace. Byly nalezeny 2 N-glykosidy parentni molekuly
flubendazolu (MO9gry, M12p1y), 2 N-glykosidy redukovaného flubendazolu FLU-R
(M2gLy, M7fLy) a 2 N-glykosidy hydrolyzovaného flubendazolu (M1gLy, MSgLy). Dale
byly identifikovany 3 O-glykosidy redukovaného flubendazolu (M3gry, M4gry, M6gLy).
Pii tandemové hmotnostni spektrometrii vSech O-glykosida byl nalezen charakteristicky
fragment neutralni ztraty hexosy Am/z 162 a vody Am/z 18. Stejnd analyza N-glykosidi
odhalila charakteristicky fragment Am/z 162, vznikly neutrdlni ztratou hexosy. Tyto
fragmenty potvrzuji jejich strukturu. Metabolit M10gry vznikl methylaci redukovaného
flubendazolu. Tato molekula také vykazuje typickou neutralni ztratu methanolu (Am/z
32). Ptekvapenim se wukdzal metabolit Mllgy, ktery je O-acetylglykosidem
hydrolyzovaného a hydroxylovaného flubendazolu. Pfi tandemové hmotnostni
spektrometrii tato molekula vykazovala neutrdlni ztratu Am/z 220, kterd odpovida O-
acetylglykosidu. Identifikace tohoto metabolitu prokdzala schopnost vlasovek
acetylovat xenobiotika.

Hlavnim metabolitem II. faze biotransformace flubendazolu byl jeden z O-
glykosidt flubendazolu, M4g y. Ten byl detekovan ve vSech vzorcich, opét vyrazné
vice ve vzorcich se samicemi. Samice rezistentniho kmene tento metabolit produkovaly

ve veétSim mnozstvi nez samice citlivého ISE kmene (Obr. 8b).
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Tab. 5 Seznam hlavnich metabolitii flubendazolu s jejich reten¢nimi Casy, teoretickymi

hodnotami [M+H]", suméarnimi vzorci, produktovymi ionty a popisem probéhlych

metabolickych reakci.

teoretické m/
t, oznaceni m/z sumarni zpusob vzniku metabolitu z ,
. . produktovych
[min] metabolitu hodnoty vZorec iontd [M+H]"
[M+H]"
ionti
I. faze 1I. faze
322 Ml 418,14 CoH2FN30O¢ hydrolyza N-glykosidace 256, 123
s M2 478,16 CyHyFN;Os f{iﬁﬁ;‘;m N-glykosidace 316, 284
340 M3y 478,16 CyHFN;Og gﬁgi‘;m O-glykosidace ~ 298, 266
355 Ménu 478,16 CyHFN;Og gﬁﬁgm O- glykosidace 298, 266
37 MSFLU 418,14 Cz()Hz()FN306 hydrol}'lza N- glkaSidace 256
38y Mbéry 478,16  CyHaFN;Og f{eﬁﬁﬁilu O- glykosidace 298, 266
204 MTau 478,16  CyHaFN;0s f(eaggl(i;lu N- glykosidace 316, 284
redukce
438 MS8rry 316,1 Ci6H14FN;305 karbonylu - 284, 238
533 M9FLU 476,14 C22H22FN308 - N- glykosidace 314, 282, 123
sqq MOy 330,12 CpHsFN;O; gﬁﬁgm methylace 298, 174
5,52 hydrolyza, glykosidace, O-
M1ley 476,14 Co2HFN;Os hydroxylace  acetylace 256
3,62 MI12py 476,14 Cy,H»FN3Oq - N- glykosidace 314, 282, 123
FLU tni

8.27 létka)(paren M 31409 CHpENOs - : 282,123
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Tab. 6 Ptitomnost (+) nebo nepfitomnost (-) metabolitii flubendazolu v homogenatech

vlasovek a inkuba¢nich médiich podle pohlavi a ptislusnosti ke kmeni ISE nebo IRE.

n(l)eztl:i)coelliltlu homogenat H. contortus médium
ISE IRE ISE IRE
samice samci samice samci samice samci samice samci

Mgy - - - - - - + -
M2y - - - - - - + -
M3gy - - + - - - + +
M4gLy + + + + + + +
MS5kLy - - + + + + + +
M6y - - - - - - + -
M7eLy - - + - + - + -
M8ru + + + + + + + +
M9y - - + - - - + -
M1 0y - - + - - - + +
M1 1gy + + + + - - + +
M12gy + + + + + + + +
f:;li )(parentni + + + + + + + +
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Obr.

8. Semikvantitativni stanoveni flubendazolu
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Obr. 7. Schéma metabolismu flubendazolu u dospélcti H. contortus.
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5.3 Albendazol

Molekula albendazolu (ABZ) méla pti uvedenych podminkéach stanoveni retencni ¢as
7,5 minuty a v pozitivnim modu poskytovala ion [M+H]™ o m/z 266. Tandemova
hmotnostni spektrometrie vedla ptedevsim k produktovému iontu m/z 234.

Bylo identifikovano 9 metaboliti albendazolu, ztoho c¢tyfi doposud jinde

nepublikované (Vokial et al. 2013).

5.3.1 Metabolity 1. faze

Identifikovany byly pifevazn€ produkty S-oxidace. Albendazol-sulfoxid (ABZ-SO,
M3agz) pii m/z 282 [M+H]+ byl v nejvétsim mnozstvi nalezen ve vzorcich samic IRE
kmene (mnozstvi v§ak bylo vys$si v médiu samcti nez samic). Tento metabolit se druhou
S-oxidaci pfeméfuje na albendazol-sulfon (ABZ-SO,, M6agpz), m/z 298 [M+H]".
Tandemova hmotnostni spektra davala typickou neutralni ztratu methanolu a dale Am/z
42 odpovidajici propenu. S-oxidaci vznikly také metabolity M1,z a M2apz. Kromé S-
oxidace byly identifikovany i produkty hydrolyzy karbamatového postranniho fetézce

(M4ABZ a MSABz).

5.3.2 Metabolity II. faze

Jedinou reakci, kterd byla u metabolitt albendazolu zaznamenana, byla N-glykosidace.
Byly identifikovany tfi rizné N-glykosidy albendazolu (M7a7,-M94pz), dva N-
glykosidy albendazol-sulfoxidu (M1apz, M24pz) a dva N-glykosidy hydrolyzovaného
albendazolu (M4 gz, M5agz). Pi1t MS/MS byla u vSech téchto metabolitl identifikovana
neutrdlni ztrata hexosy Am/z 162. Hlavnim metabolitem II. faze je N-glykosid ABZ
MS8apz, ktery byl nalezen ve vSech vzorcich. Tento glykosid byl vyrazné vice
produkovan IRE kmenem neZ ISE kmenem, ale pouze v pfipad¢ samic. V piipadé ISE

kmene bylo tohoto metabolitu ptekvapive nalezeno vice u samcii nez u samic.
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Tab. 7 Seznam hlavnich metabolitl albendazolu s jejich retencnimi ¢asy, teoretickymi
hodnotami [M+H]", suméarnimi vzorci, produktovymi ionty a popisem probéhlych

metabolickych reakci.

oznaceni teoretické zpusob vzniku
t, metabo- m/z sumarni metabolitu m/z
[min] litu hodnoty vzorec produktovych
[M+H]" ionti [M+H]"
ionti
I. faze II. faze
1,83  Mlagpy 444,14 CigHpsN3O0gS  S-oxidace N-glykosidace %g?’ ﬁ.‘g’ 208,

2,33 M2upy 444,14 CigHpsN3OgS  S-oxidace N-glykosidace 282, 240, 208

240, 208, 191,

3,32 M3pz 282,09 CioHsN;05S  S-oxidace - 159, 208

3,56 Mdapy 370,14 CiH»N30sS  hydrolyza N-glykosidace 208

4,53  MS5ppz 370,14 Ci6H2»N305S  hydrolyza N-glykosidace 208

2x S-

5,22 Mb6,pz 298,09 CoH5N;504S oxidace 266, 224, 159
5,65 M7ABZ 428,15 C18H25N307S - N-glykosidace 266, 234, 191
6,16  MS8,p; 428,15 CisHysN;O45S - - N-glykosidace 266, 234
6,71 M9ABZ 428,15 C18H25N307S - N-glykosidace 266, 234

ABZ
7’50 (parentni 266,1 C12H15N3OQS - - 234

latka)
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Tab. 8 Pritomnost (+) nebo nepiitomnost (-) metaboliti albendazolu v homogenatech

vlasovek a inkubac¢nich médii podle pohlavi a ptislusnosti ke kmeni ISE nebo IRE.

oznaceni , i
. homogenat H. contortus médium
metabolitu
ISE IRE ISE IRE
samice samcl samice samci samice samci samice samci
M1 Bz - - + + - - - -
M2 gz - - + + - + + +
M3 gz + + + + + + + +
M4 sg; - - - - + + + +
M5 Az - - + - - - + -
M64gz + + + + + + + +
M7 a7 + + - + + + + +
M8 gz + + + + + + + +
MO9pz + + + + - - - -
ABZ (parentni
\BZ (p + + 4+ + 4+ + o+ +
latka)
M1, 57, M2, 57
Mib R CogHzaM 08
A
‘13 BNy - H N
CypHysNy0,5 N NHEOOCH
—NHOOOCH, o,
. . H;CH;CH,C—5 |
HLHCHC=S, N it | H [~CeHuls
g o % #
S-oxidace y .n'-.l'-gn'p'knsfdcn:'e
M3,y "
sl N 0,5 g M
- 1 | NHCOOCH,
HaCH;CHC 5" M
o i
S-oxidace
H hydrolyza,
ABRZ. N N-giykosidoce N
CiayeNsOyS | - —NHCOOCH, L y
H;CH;CH,c—5 = N
N-giykosidace
L]
M
| | —nHcoocw,
HCHLCH,E—8" ™ N g0
MT-9, s
CialagNy058 |

Obr. 9. Schéma metabolismu albendazolu u dospélct H. contortus.
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Obr. 10. Semikvantitativni stanoveni hlavnich metaboliti albendazolu. Rozdilné
relativni mnoZzstvi hlavnich metaboliti I. a II. fdze metabolismu albendazolu u ¢ervii a
médii jednotlivych pohlavi a kmenti. Kazda namétend hodnota predstavuje prumér ze tii
stanoveni. IS = interni standard.

n.s. — rozdil nebyl statisticky signifikantni, * - naméfeny rozdil je statisticky
signifikantni.

5.4 Rikobendazol (Albendazol-sulfoxid)

Rikobendazol (RCB) neboli albendazol-sulfoxid je aktivni metabolit albendazolu, na
ktery se albendazol v télech hostitelskych zvifat pfeménuje tak intenzivn€, ze samotny
albendazol neni v plazmé detekovatelny. Jeho reten¢ni ¢as za nami pouzitych podminek
byl 3,32 min, jeho protonovany ion [M+H]" méa m/z 282. Bylo identifikovino sedm
riznych metaboliti RCB. V 1. fazi biotransformace se RCB pfeménuje S-oxidaci
(M4gcp) nebo S-redukei (M7rcp), ve druhé fazi N-glykosidaci. Byly identifikovany 2
N-glykosidy rikobendazolu (Mlgrcg, M2grcp), jeden N-glykosid albendazol-sulfonu
(M3gcp) a 2 N-glykosidy albendazolu (MS5grc, M6grcg). U vSech N-glykosidii byla
pozorovana neutralni ztrata hexosy. VEtsi mnozstvi hlavnich metabolitih MSgcg a M7grcB
bylo nalezeno u samic neZ u samcu a vice u rezistentniho IRE nez u citlivého ISE

kmene.
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Tab. 9 Seznam hlavnich metaboliti rikobendazolu s jejich retencnimi Casy, teoretickymi

hodnotami [M+H]", suméarnimi vzorci, produktovymi ionty a popisem probéhlych

metabolickych reakci.

teoretickeé
t, oznaceni m/z sumarni zpusob vzniku metabolitu m/z
[min] metabolitu hodnoty vZorec produktovych
[M+H]" jontd [M+H]"
iontd
I. faze II. faze
1,83 MlRCB 444,1435 C18H25N30gs - N—glykosidace %g%, ?45‘8, 208’
2,33 M2gcr 444,1435  C;gH»5sN304S - N-glykosidace 282, 240, 208
2,88 M3gcn 460,1384  C,;3H,sN;04S S-oxidace N-glykosidace %gg’ ;gg’ 191,
5,22 M4RCB 298,0856 C12H15N304S S-oxidace - 208
redukce )
5,65 MSRCB 428,1486 C18H25N307S sulfoxidu (-O) N—glyk051dace 208
redukce .
6,16 M6RCB 428,1486 C18H25N307S sulfoxidu (—O) N-glykos1dace 266, 224, 159
redukce
7.5 MTrer 266,1 C,H5N;0,S sulfoxidu (-0) 266, 234, 191
RCB
3,32 (parentni 282,09 CoH5sN;05S - N-glykosidace 266, 234
latka)
Tab. 10 Piitomnost (+) nebo nepfitomnost (-) metaboliti rikobendazolu
v homogenatech vlasovek a inkuba¢nich médii podle pohlavi a pfisluSnosti ke kmeni
ISE nebo IRE.
oznacet homogenat H. contortus médium
metabolitu
ISE IRE ISE IRE
samice samcl Ssamice samci samice samci samice samci
MIRCB - - + + - - - -
M2RCB - - + + - - + -
M3gcs - - - - - - + -
M4gcp + + + + + + + +
M5rcn - - + + - - + +
M6RCB - - + + - - - -
M7rcB + + + + + + + +
RCB (parentni n n n n n n n n

latka)
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Obr. 11. Schéma metabolismu rikobendazolu u dospélctt H. contortus.
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12. Semikvantitativni stanoveni hlavnich metaboliti rikobendazolu. Rozdilné

relativni mnozstvi hlavnich metabolitu I. a II. faze metabolismu rikobendazolu u ¢ervu a

médii jednotlivych pohlavi a kmenti. Kazda naméfend hodnota predstavuje primér ze tii

stanoveni. IS = interni standard.

n.s. — naméfeny rozdil neni statisticky signifikantni, * - naméfeny rozdil je statisticky
signifikantni, n. d. — metabolit nebyl detekovan.
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6. Diskuze

Rezistence gastrointestinalnich parazitickych cervli na anthelmintika je vyznamnym
celosvétovym problémem, ohrozujicim v budoucnu celou existenci chovii malych
prezvykavei. Mechanismy této rezistence nejsou vzdy detailné prozkoumany. Nejvice
je znamo o mechanismu rezistence na benzimidazolové preparaty, u nichz jsou jako
hlavni mechanismus rezistence identifikovany zmény v jednotlivych aminokyselinach
jejich cilové molekuly, B-tubulinu (Prichard 2001, Ghisi et al. 2007, von Samson-
Himmelstjerna et al. 2007, Barrere et al. 2013). Zmény aminokyselin v kodonech 167,
198, nebo nejcastéji 200, zptuisobuji zménu konformace B-tubulinu tak, Ze benzimidazol
se na né¢j jiz nemuize navazat (Robinson et al. 2004a).

Diskutuje se vSak 1 o dalSich mechanismech rezistence na benzimidazoly.
Naznaky zkiizené rezistence na benzimidazoly a makrocyklické laktony by ukazovaly
na zvySenou aktivitu P-glykoproteinu jako spolecny mechanismus podporujici
rezistenci, toto se vSak nepodatilo prokazat (Mottier a Prichard 2008, Sargison et al.
2007, Bartikova et al. 2012).

Jiné studie ukazuji, ze metabolismus by mohl vyrazné pfispivat k rezistenci na
benzimidazoly. Tento mechanismus je prokdzan pro rezistenci motolice jaterni na
triklabendazol (Robinson et al. 2004b), jelikoZ motolice jsou schopné jej metabolizovat
na vyrazné¢ mén¢ anthelminticky aktivni metabolit sulfon. Stejna reakce vSak nebyla
prokazana u nematod (Cvilink et al. 2008b). Metabolismus by se vSak mohl podilet i na
rezistenci vlasovek na benzimidazoly (Vokfal et al. 2012, 2013, Cvilink et al. 2008a,
2008b, 2009).

Kone¢na koncentrace anthelmintika v mist¢ jeho ucinku zavisi na mnoha
faktorech. Témi jsou farmakokinetika 1éciva v hostitelském zvifeti, metabolismus timto
zvitetem, metabolismus a eflux molekul 1éCiva parazitem (Lifschitz et al. 2017,
Matouskova et al., 2016, Dayan, 2003). Napiiklad albendazol v krvi hostitelského
zvifete neni detekovatelny, protoZze podléha velmi rychlé preméné na jeho aktivni
metabolit, albendazol-sulfoxid (rikobendazol). Pii studiich metabolismu anthelmintik
parazity byly identifikovany vyrazné rozdily vi¢i metabolismu stejné latky v hostiteli, a
také rozdily mezi jednotlivymi druhy helmintd. Nematoda jsou Ilépe vybavena

k metabolismu xenobiotik nez trematoda a cestoda (Matouskova et al. 2016).
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Kbvalitativni analyza metabolismu studovanych benzimidazolua

V ptedchozich studiich metabolismu benzimidazolovych anthelmintik u Haemonchus
contortus byly identifikovany Ctyfi metabolity flubendazolu: FLU-R — flubendazol
s redukovanou karbonylovou skupinou, O-glukosid FLU-R a dva N-glykosidy
flubendazolu (Vokial et al. 2012). Tato prace identifikovala celkem osm doposud
nedetekovanych metabolitli: N-glykosid FLU s hydrolyzovanym karbamatovym
postrannim fetézcem, dva N-glykosidy FLU-R, methylovany FLU-R, acetylglykosid
hydroxylovaného FLU s hydrolyzou karbamatového postranniho fetézce a dva dalsi O-
glykosidy FLU-R. VétSina z téchto metaboliti byla ptfekvapivym zjisténim, protoze
nckteré znich vznikly metabolickymi reakcemi, které u nematod doposud nebyly
prokazany. Hydrolyza karbamatu v postrannich fetézcli flubendazolu byla zjiSténa u
prasat a vmen$i mife i u dribeze (European Medicines Agency 1997). Hydrolyza
karbamatu albendazolu za vzniku aminu probihd u ovci a skotu (European Medicines
Agency 2004). Methylace byla difive popsdna u motolic (Cvilink et al. 2009).
Acetylglukosidy benzimidazolovych anthelmintik byly doposud identifikovany pouze u
rostlin. U rostlin byly identifikovany i produkty karbamatové hydrolyzy (Podlipna et al.
2013, Stuchlikova et al. 2016).

V této studii byly identifikovany tfi rizné O-glykosidy FLU-R, coz je zajimavé
zjisténi, protoze molekula redukovaného flubendazolu ma jen jedno misto, na které se
muze vazat hexosa. Tyto metabolity mély i1 stejné fragmentaéni spektrum, coz
naznacuje, ze jediné, v ¢em se liSily, bylo prostorové uspotadani navazaného cukru.
S nejvétsi pravdépodobnosti se tedy na FLU-R ve II. fazi biotransformace vazi tfi rizné
hexosy. Takové metabolity jsou zndmé u rostlin, u helminti vSak dosud nebyly
popsany. Toto zjiSténi ma dalekosahlejsi dusledky, musime si totiz také polozit otdzku,
zda ostatni doposud identifikované metabolity jsou skutec¢né glukosidy, nebo miize jit o
konjugaty s jinym monosacharidem. Ovéfeni struktury pomoci NMR spektroskopie
bohuzel nebylo proveditelné, protoze se metabolity nepodafilo izolovat v dostate¢né
koncentraci. Z tohoto divodu jsou zde vSechny konjugaty s cukry popsany jako
glykosidy, nikoli glukosidy.

V ptedchozich studiich metabolismu albendazolu u Haemonchus contortus byly
identifikovany Ctyii rtizné metabolity. Jednd se o albendazol-sulfoxid (ABZ-SO, RCB)
a tf1i N-glukosidy albendazolu (Cvilink et al. 2008b). VySe zminéné metabolity u
flubendazolu vsak davaji podnét k diskusi o tom, jedna-li se nutné o glukosid. Je mozné,

ze se na ABZ také vazi jiné hexosy. N-glykosidy albendazolu byly identifikovany také
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v modelovém organismu pro studium nematod, C. elegans (Laing et al. 2010).
Vzhledem k vyssi citlivosti metody pouzité pro tuto praci byly i u albendazolu
identifikovany doposud nezndmé metabolity. Jednd se o albendazol-sulfon, metabolit
bézny u motolic, ktery vsak dosud nebyl nalezen u nematod. Dale dva N-glykosidy
albendazolu s probéhlou hydrolyzou karbamatového postranniho fetézce a dva N-
glykosidy ABZ-SO.

Metabolismus rikobendazolu ve vlasovkdch dosud nebyl studovan.
Identifikovali jsme sedm rtiznych metabolitti, vzniklych S-oxidaci nebo S-redukci, a N-

glykosidaci. Byly nalezeny N-glykosidy ABZ-SO, ABZ i ABZ-S0,.

Rozdily v metabolismu samci a samic

Dalsim cilem bylo porovnat metabolismus vybranych anthelmintik u samci a samic.
Rizna intenzita tvorby jednotlivych metabolitl v zavislosti na pohlavi je dobfe popsana
u lidi, na mysich a potkanich modelech (Waxmann a Holloway 2009). U prasat byl
zjistén vyraznéj$i polymorfismus mezi jednotlivymi plemeny neZ mezi samci a
samicemi (Howard et al. 2015). U H. contortus vSak dosud tato zavislost zkoumana
nebyla. Mnozstvi metabolitii bylo piepocitavano na mg bilkoviny ve vzorku i proto, aby
vysledek nebyl ovlivnén rozdilem velikosti samcii a samic. I po odstranéni tohoto
parametru byly prokdzany velké rozdily v metabolismu samct a samic. Ne&kolik
metabolitli, detekovanych u samic, nebylo u samct vibec nalezeno (M7gLy, MLy,
M5agz). Samice vétSinou produkovaly vyrazné vy$si mnozstvi kazdého metabolitu,
s vyjimkou jednoho z N-glykosidu albendazolu M8,z kterého bylo u samct nalezeno
vice, nez u samic. Tyto vysledky poukazuji pfedevs§im na vyznamné rozdily mezi samci
a samicemi, proto by bylo vhodné pii vSech metabolickych studiich na vlasovkach brat

ohled na pohlavi zkoumanych cervi.

Rozdily v metabolismu citlivych a rezistentnich kmenu H. contortus

Déle jsme studovali rozdily v metabolismu benzimidazolii u vlasovek na né¢ citlivych a
rezistentnich. Predchozi studie (Vokial et al. 2012, 2013) prokazaly, Ze rezistentni
vlasovky metabolizuji anthelmintika intenzivngji. V té€chto studiich byly vSak pouzity
jiné rezistentni kmeny, které pochazi ze zcela jiné oblasti a maji odliSny genom
(Redman et al. 2012), proto v této praci pouZzity nebyly, aby se minimalizovaly ostatni

vlivy na metabolismus. Pro co nepiesnéjsi porovnani vztahu stavu rezistence na danou
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skupinu anthelmintik a intenzitu jejich metabolismu byly pouzity dva blizce ptibuzné
kmeny H. contortus. Kmen ISE (MHco3) je inbredni variantou populace izolované jesté
pied zavedenim rutinniho pouzivani benzimidazoll v terénu a je plné citlivy na vSechna
anthelmintika. Tento kmen byl také vybran pro sestaveni plného genomu tohoto
parazita (Laing et al. 2013). Druhy pouzity kmen, IRE (MHco5) je vytvofen piimo
z ISE kmene aplikaci selektivniho evolu¢niho tlaku na vznik rezistence vystavenim
cervil rostoucim davkdm benzimidazoll (Yilmaz et al. 2017).

Piimym porovnanim téchto kment jsme se pokusili eliminovat jiné faktory,
které mohou ovliviiovat intenzitu metabolismu, jako je odliSny genom a geograficky
pluvod parazita. Toto je velmi vyhodné pro zjisténi podilu metabolismu, pro komplexni
zhodnoceni by vSak také bylo prospésné zjistit pfitomnost a podil jednotlivych SNP
mutaci genu pro B-tubulin. Tato analyza u tohoto nového kmene prozatim provedena
nebyla.

Srovnani pouzitych kmenti prokazalo, ze dospélci rezistentniho kmene byli
schopni deaktivovat pouzitd léciva Iépe nez dospélci kmene citlivého. Celkem 10
metabolitli bylo identifikovano vyhradné v rezistentnim IRE kmeni. VétSina ostatnich
metabolitli byla u rezistentniho kmene produkovana ve vétsi mife nez u ISE kmene.
Kmen IRE vykazuje vyssi aktivitu enzymi jak prvni, tak druhé fdze metabolismu.
Enzymy obou fazi se tedy mohou podilet na rezistenci na anthelmintika. Vyssi intenzita
metabolismu prvni faze by mohla souviset s dfive zjiSt€nou zvySenou konstitutivni

expresi enzymu rodiny CYP34/35 u IRE kmene (Yilmaz et al. 2017).

Dalsi faktory, které mohou ovlivnit rezistenci na benzimidazoly
Doposud nebylo s jistotou prokazano, ze by u vlasovek sehravaly roli v rezistenci na
anthelmintika také efluxni mechanismy (Bartikova et al. 2012). Benzimidazolova
anthelmintika celkové nejsou povazovdna za dobré substraty P-glykoproteinu,
s vyjimkou triklabendazolu (Dupuy et al. 2010). Albendazol-sulfoxid a oxfendazol jsou
substraty BCRP in vitro, ptipadné dalsi rozbory podilu efluxnich mechanismii na
eliminaci Skodlivého vlivu benzimidazolovych anthelmintik na parazitické cervy by
tedy bylo vhodné vést spiSe timto smérem, nez studiem P-glykoproteinu (Merino et al.
2005).

U Giardia duodenalis nebyly identifikovany zmény genu pro B-tubulin, pfesto
existuji kmeny rezistentni na albendazol, ktery je na giardidézy pouzivan. Tato rezistence

by mohla byt zpiisobena zvysenou aktivitou antioxidac¢nich enzymu prvoka, albendazol
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totiz mimo jiné zpusobuje oxidativni poskozeni bun€k (Argiiello-Garcia et al. 2015).
Stejna studie zjistila vétsi akumulaci ABZSO a ABZSO, v citlivych, nez v rezistentnich
kmenech. Toto muze byt zplsobeno pomalejsi tvorbou téchto metabolitli, rychlejsi
eliminaci ztéla parazita, nebo zrychlenou pfeménou na inaktivni produkty 2. faze
metabolismu. V dasledku toto umoziiuje, aby se parazit vyhnul cytotoxickym hladindm
ABZSO/ ABZSO,.

Podobny trend byl pozorovan také u H. contortus, kde S-oxidace byla in vitro
méné intenzivni u rezistentniho BR kmene, nez u citlivého ISE kmene (Vokial et al.
2013). Tento fakt neni zcela v souladu s vysledky ex vivo experimentu stejné studie,
kterd odhalila u rezistentnich kmen® niz$i hladiny ABZ a vys$si hladiny ABZ-SO
v médiu.

Tato diplomova prace potvrzuje zavér predchozich praci, ze u rezistentnich
kmenli H. contortus jsou zvySené aktivity enzyma 2. fize biotransformace, které
benzimidazoly efektivné deaktivuji (Vokial et al. 2012, 2013, Cvilink et al. 2008b).
Hladiny antioxida¢nich enzymii jako jsou katalasy, superoxiddismutasa a
glutathionperoxidasy, nebyly u rezistentnich kment H. contortus zvySené (Vokial et al.
2013).

Vyzkum Scarcella et al. (2012) ukazuje, Ze u F. hepatica rezistentnich na
triklabendazol by naopak mohly vyznamnou roli hrat glutathion-S-transferasy a
flavinmonooxygenasy.

Vztah metabolismu jednotlivych nematod a rezistence na riizna anthelmintika je
tedy velmi komplexni a hraje v ném roli velké mnozstvi faktorti, z nichz mnohé stale

nejsou dostate¢né detailné prozkoumany.
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7. Z.aveér

VsSechna nami studovana benzimidazolova anthelmintika — flubendazol, albendazol
i rikobendazol jsou u dospélych vlasovek slezovych intenzivné metabolizovana.
Byly identifikovany nové metabolity, n¢které z nich pochazejici z metabolickych
reakci, které doposud nikdy nebyly u helmintli zaznamenany.

Byly nalezeny vyrazné rozdily v metabolismu samct a samic dospélych vlasovek.
V jakychkoli naslednych studiich metabolismu u H. contortus by bylo vhodné brat
tento fakt v uvahu pfi tvorbé vzorkd a vyhodnocovani vysledkd.

Bylo prokéazano, Ze rezistentni kmen metabolizuje anthelmintika intenzivnéji nez
citlivy, obzvlasté v ptipadé¢ samic. To ukazuje, Ze metabolismus téchto 1éCiv by
mohl mit sviij podil ve vzniku rezistence u H. contortus. Ptesto je pravdépodobné,
ze hlavnim mechanismem rezistence na benzimidazoly jsou SNP v genu pro B-

tubulin.

Vysledky této prace byly také publikovany ve formé ¢lanku —
https://doi.org/10.1016/].ijpddr.2018.01.005.
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8. Seznam zkratek

ABC — ATP-binding cassette

ABZ — albendazol

ABZ-SO — albendazol-sulfoxid, RCB

ABZ-SO, — albendazol-sulfon

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku, zdroj iontd pro MS
APPI - fotoionizace za atmosférického tlaku, zdroj iontd pro MS

ATP — adenosin-trifosfat

AKR - aldo-keto reduktasy

BCA — kyselina bicinchonininova

BCRP — breast cancer resistant protein, typ ABC transportéru

BSA — bovine serum albumin, albumin ziskany ze séra skotu

CI — chemicka ionizace, zdroj iontti pro MS

CYP — cytochrom P450

DMSO - dimethylsulfoxid

ECso — koncentrace latky, kterd zplsobi urcity efekt u 50% testovanych vzorkl
EHA — egg-hatch assay

EI — elektronova ionizace, zdroj iontti pro MS

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

epg — eggs per gram, pocet vajicek v 1 gramu trusu

ESA — elektrostaticky analyzator, pouZiva se v MS v kombinaci s magnetickym
analyzatorem

ESI — elektrosprejova ionizace, zdroj iontd pro MS
FAB —ionizace urychlenymi atomy, zdroj ionti pro MS
FAMACHA - Faffa Malan chart

FD — desorpce polem, zdroj iontl pro MS

FEC — fecal egg count
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FECRT — fecal egg count reduction test

FLU - flubendazol

FMO - flavinmonooxidasy

GABA - kyselina y-aminomaselna

GC — gas chromatography, plynova chromatografie
GD — glow discharge, zdroj ionti pro MS

GluCl — glutamatem tizené chloridové kanaly

GST — glutathion-S-transferasy

GTP — guanosin-trifosfat

HPLC — high performance liquid chromatography, vysokou¢inné kapalinova
chromatografie

IRE — Inbred Resistant Edinburgh, rezistentni kmen H. contortus, MHco5
ISE — Inbred Susceptible Edinburgh, citlivy kmen H. contortus, MHco3
LC — liquid chromatography, kapalinova chromatografie

LC/MS — liquid chromatography/ mass spektrometry — kapalinova chromatografie
spojena s hmotnostni spektrometrii

MALDI - ionizace laserem za ucasti matrice, zdroj iontti pro MS
MAO — monoaminooxidasa

MAPEG - membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism,
ttida GST vazana na membranu

MBZ - mebendazol

MDR — medium-chain dehydrogenases

MDR — multi drug resistant, typ ABC transportéru
MHco3 - citlivy kmen H. contortus, ISE

MHCco5 - rezistentni kmen H. contortus, IRE

MRP - multidrug resistance protein, typ ABC transportéru
nAChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor

NBD — doména vazici nukleotid, souc¢ast ABC transportéru
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NMR spektroskopie — spektroskopie nuklearni magnetické rezonance
PCR — polymerasova fetézova reakce

PCV — packed cell volume, podil sedimentovanych krvinek k celkovému objemu krve
P-gp — P-glykoprotein, efluxni transportér

Q-TOF — hybridni analyzator pro MS, kvadrup6l + analyzator doby letu
RCB - rikobendazol, ABZ-SO

SDR — short-chain dehydrogenases

SNP — single nucleotide polymorphism

SOD - superoxiddismutasa

SPE — solid phase extraction, extrakce na pevné fazi

TMD — transmembranova doména ABC transportéru

TOF — time of flight, analyza doby letu

TSP — termosprej, zdroj ionti pro MS

TST — target selective treatment

UDP — uridin difosfat

UGT - uridinglykosyltransferasy

UHPLC - ultra high-performance liquid chromatography, ultravysokotu¢inna kapalinova
chromatografie

UHPLC/MS — ultravysoceucinna kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii

UV — ultrafialové zafeni

XO - xanthinoxidasa

67



9. Seznam pouzité literatury

Alvarez L. 1., Imperiale F. A., Sanchez S. F., Murno G. A. a Lanusse C. E.
(2000) Uptake of albendazole and albendazole sulphoxide by Haemonchus contortus
and Fasciola hepatica in sheep, Veterinary Parasitology, 94, str. 75-89

Ardrey R. E. (2003) Liquid Chromatography — Mass Spectrometry: An
Introduction, 1st edition, Chichester: Wiley, str. xix, 263, Series: Analytical Techniques
in the Sciences, ISBN: 0-471-49799-1

Argiiello-Garcia R., Cruz-Soto M., Gonzalez-Trejo R., Paz-Maldonando L. M.
T., Bazan-Tejeda M. L., Mendoza-Hernandez G. a Ortega-Pierres G. (2015) An
antioxidant response is involved in resistance of Giardia duodenalis to albendazole,

Frontiers in Microbiology, Volume 6, Article 286

Ashcroft A. E. (1997) Ionization Methods in Organic Mass Spectrometry, 1st
edition, Cambridge: The Royal Society of Chemistry, 186 stran, RSC Analytical
Spectroscopy Series, ISBN: 184755119X

Barrére V., Keller K., von Samson-Himmelstjerna G. a Prichard R. K. (2013)
Efficiency of a genetic test to detect benzimidazole resistant Haemonchus contortus
nematodes in sheep farms in Quebec, Canada, Parasitology international, 62, str. 464-

470

Bartikova H., K#izova V., Lamka J., Kubicek V., Skalova L. a Szotakova, B.
(2010) Flubendazole metabolism and biotransformation enzymes activities in healthy
sheep and sheep with heamonchosis, Journal of Veterinary Pharmacology and

Therapeutics, 33, str. 56-62

Bartikova H., Vokial 1., Kubicek V., Szotdkova B., Prchal. L., Lamka J., Varady
M. a Skélova L. (2012) Import and efflux of flubendazole in Haemonchus contortus

strains susceptible and resistant to anthelmintics, Veterinary Parasitology, 187, str. 473-

473

68



Besier R. B., Love R. A., Lyon J. a van Burgel A., J. (2010) A targeted selective
treatment approach for effective and sustainable sheep worm management:

investigations in Western Australia, Animal Production Science, 50, str. 1034-1042

Blake N. a Coles G. (2007) Flock cull due to anthelmintic-resistant nematodes,
Veterinary Record, 161, str. 36

Blouin M., Yowell Ch., Courtney Ch. a Dame J. (1995) Host Movement and the
Genetic Structure of Populations of Parasitic Nematodes, Genetics, vol. 141 iss. 3 str.

1007 -1014

Borgers M., De Nollin S., De Brabander M. a Thienpont D. (1975) Influence of
the anthelmintic mebendazole on microtubules and intracellular organelle movement in

nematode intestinal cells, American Journal of Veterinary Research 36 (08), str. 1153-

66

Bott N. J., Campbell B. E., Beveridge 1., Chilton N. B., Rees D., Hunt P. W. a
Gasser R. B. (2009) A combined microscopic-molecular method for the diagnosis of

strongylid infections in sheep, International Journal for Parasitology 39, str. 1277-1287

Burke J. M., Miller J. E. a Terrill T. H. (2009) Impact of rotational grazing on
management of gastrointestinal nematodes in weaned lambs, Veterinary Parasitology,

163(1-2), str. 67-72

Colditz I. G., Le Jambre L. F. a Hosse R. (2002) Use of lectin binding
characteristics to identify gastrointestinal parasite eggs in faeces, Veterinary

Parasitology, 105(3), str. 219-227

Coles G. C., East J. M. a Jenkins S. N. (1975) The mechanism of action of the
anthelmintic levamisole, General Pharmacology: The Vascular System, Vol. 6, Iss. 4,

str. 309-313

Coles G., Bauer C., Borgsteede F., Geerts S., Klei T., Taylor M. a Waller P.
(1992) World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology

69



(W.A.A.V.P.) methods for the detection of anthelmintic resistance in nematodes of

veterinary importance, Veterinary Parasitology, 44, str. 35—44

Cvilink V., Kubi¢ek V., Nobilis M., Kiizova V., Szotdkova B., Lamka J.,
Viarady M., Kubénovd M., Novotna R., Gavelovd M. a Skalova L. (2008a)
Biotransformation of flubendazole and selected model xenobiotics in Haemonchus

contortus. Veterinary Parasitology, 151, str. 242-248

Cvilink V., Skalova L., Szotakova B., Lamka J., Kostiainen R. a Ketola R. A.
(2008b) LC-MS-MS identification of albendazole and flubendazole metabolites formed

ex vivo by Haemonchus contortus, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 391, str.

337-343

Cvilink V., Lamka J. a Skalova L. (2009) Xenobiotic metabolizing enzymes and

metabolism of anthelmintics in helminths, Drug Metabolism Reviews, 41(1), str. 8-26

Dayan A. D. (2003) Albendazole, mebendazole and praziquantel. Review of

non-clinical toxicity and pharmacokinetics, Acta Tropica 86, str. 141-159

Demeler J., Kriiger N., Kriicken J., von der Heyden V. C., Ramiinke S., Kiittler
U., Miltsch S., Lopez Cepeda M., Knox M., Vercruysse J., Geldhof P., Harder A. a von
Samson-Himmelstjerna G. (2013) Phylogenetic Characterization of B-Tubulins and
Development of Pyrosequencing Assays for Benzimidazole Resistance in Cattle

Nematodes, PLoS One, 8(8):€70212

Dobson R. J., Hosking B. C., Besier R. B., Love S., Larsen J. W. A., Rolfe P. F.
a Balley J. N. (2011) Minimising the development of anthelmintic resistance, and
optimising the use of the novel anthelmintic monepantel, for the sustainable control of

nematode parasites in Australian sheep grazing systems, Australian Veterinary Journal,

89, str. 160-166

Dupuy J., Alvinerie M., Ménez C. a Lespine A. (2010) Interaction of
anthelmintic drugs with P-glycoprotein in recombinant LLC-PKIl-mdrla cells,

Chemico-Biological Interactions 186, str. 280-286

70



European Medicines Agency, Comittee for veterinary medicinal products,
Flubendazole. Summary report [online], 1997, c. 2018 [cit. 2018-05-04],
url=<http://www.ema.europa.ecu/docs/en_GB/document library/Maximum_ Residue Li

mits_- Report/2009/11/WC500014288.pdf>

European Medicines Agency, Committee for medical products for veterinary
use, Albendazole. Summary report, [online], 2004, c. 2018 [cit. 2018-05-04],
url=<http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document library/Maximum_ Residue Li

mits - Report/2009/11/WC500009638.pdf>

Gasser R. B. a von Samson-Himmelstjerna G. (2016) Advances in Parasitology,
Haemonchus contortus and Haemonchosis — Past, Present and Future Trends, 1st

edition, Amsterdam: Academic Press, 666 str., ISBN: 978-0-12-810395-1

Geary T. G., Sakanari J. A. a Caffrey C. R. (2015) Anthelmintic Drug
Discovery: Into the Future, Journal of Parasitology, 101 (2), str. 125-133

Greer A. W., Kenyon F., Bartley D. J., Jackson E. B., Gordon Y. a Donnan A.
A. (2009) Development and field evaluation of a decision support model for
anthelmintik treatments as part of a targeted selectived treatment (TST) regime in

lambs, Veterinary Parasitology, 164, str. 12-20

Harispe L., Garcia G., Arbildi P., Pascovich L., Chalar C., Zaha A. a Fernandez
V. (2010) Biochemical analysis of a recombinant glutathione transferase from the

cestode Echinococcus granulosus, Acta Tropica, 114, str. 31-36

Higgins Ch. F. (2001) ABC transporters: physiology, structure and mechanism —

an overview, Research in Microbiology, 152, str. 205-210
Howard J. T., O’nan A. T., Maltecca Ch., Baynes R. E. a Ashwell M. S. (2015)

Differential gene expression across breed and sex in commercial pigs administered

fenbendazole and flunixin meglumine, PLoS One, 10 (9), e01378830

71



Choe K. P., Leung Ch. K. a Miyamoto M. M. (2012) Unique structure and
regulation of the nematode detoxification gene regulator SKN-1: implications to
understanding and controlling drug resistance, Drug Metabolism Reviews, 44(3), str.

209-223

Churcher T. S., Filipe J. A. N. a Basafnez M. (2006) Density dependence and the
control of helminth parasites, Journal of Animal Ecology, 75, str. 1313-1320

Jackson F., Varady M. a Bartley D. J. (2012) Managing anthelmintic resistance

in goats — Can we learn lessons from sheep?, Small Ruminant Research, 103, str. 3-9

Jacobs D., Fox. M., Gibbons L. a Hermosilla C. (2016) Principles of Veterinary
Parasitology, 1st edition, Chichester: Wiley, 312 str., ISBN: 978-0470670422

Kaminsky R., Ducray P., Jung. M., Clover R., Rufener L., Bouvier J.,
Schorderet, Weber S., Wenger A., Wieland-Berghausen S., Goebel T., Gauvry N.,
Pautrat F., Skripsky T., Froelich O., Komoin-Oka C., Westlund B., Sluder A. a Méser P.
(2008) A new class of anthelmintics effective against drug-resistant nematodes, Nature,

452(7184), str. 176-80

Kaplan R. M., Burke J. M., Terrill T. H., Miller J. E., Getz W. R., Mobini S.,
Valencia E., Williams M. J., Williamson L. H., Larsen. M. a Vatta A. F. (2004)
Validation of the FAMACHA"® eye color chart for detecting clinical anemia in sheep
and goats on farms in the southern United States, Veterinary Parasitology, 123, str. 105-

120

Kaplan R. M. a Vidyashankar A. N. (2012) An inconvenient truth: Global

worming and anthelmintic resistance, Veterinary Parasitology, 186, str. 70-78

Kerboeuf D., Blackhall W., Kaminsky R. a von Samson-Himmelstjerna G.
(2003) P-glycoprotein in helminths: function and perspectives for anthelmintic
treatment and reversal of resistance, International Journal of Antimicrobial Agents, 22,

str. 332-346

72



Kotze A. C. a McClure S. J. (2001) Haemonchus contortus utilises catalase in
defence against exogenous hydrogen peroxide in vitro., International Journal for

Parasitology, 31, str. 1563-1571

Kotze A. C., Hunt P. W., Skuce P., von Samson-Himmelstjerna G., Martin R. J.,
Sager H., Kriicken J., Hodgkinson J., Lespine A., Jex A. R., Gilleard J. S., Beech R. N.,
Wolstenholme A. J., Demeler J., Robertson A. P., Charvet C. L., Neveu C., Kaminsky
R., Rufener L., Alberich M., Menez C. a Prichard R. K. (2014) Recent advances in
candidate-gene and whole-genome approaches to the discovery of anthelmintic
resistance markers and the description of drug/receptor interactions, International

Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, 4, str. 164-184

Kuchai J. A., Ahmad F., Chishti M. Z., Tak H., Ahmad J., Ahmad S. a Rasool
M. (2012) A Study on Morphology and Morphometry of Haemonchus Contortus,
Pakistan Journal of Zoology, vol. 44 (6), str. 1737-1741

Laing S. T., Ivens A., Laing R., Ravikumar S., Butler V., Woods D. J. a Gilleard
J. S. (2010) Characterization of the xenobiotic response of Caenorhabditis elegans to the
anthelmintic drug albendazole and the identification of novel drug glucoside

metabolites, Biochemical Journal, 432 (3), str. 505-516

Laing R., Kikuchi T., Martinelli A., Tsai L. J., Beech R. N., Redman E., Holroyd
N., Bartley D. J., Beasley H., Britton C., Curran D., Devaney E., Gilabert A., Hunt M.,
Jackson F., Jonhston S. L., Kruykov I., Li K., Morrison A. A., Reid A. J., Sargison N.,
Saunders G. 1., Wasmuth J. D., Wolstenholme A., Berriman M., Gilleard J. S. a Cotton
J. A. (2013) The genome and transcriptome of Haemonchus contortus, a key model

parasite for drug and vaccine discovery, Genome Biology, 14:R88

Lamka J., Nevole Z., Duchacek L., Velik J. a Zavtel S. (2000) The comparison
of mebendazole and flubendazole anthelmintic efficacy in experimental treatment of

mouflon (Ovis musimon) muelleriosis, Veterinary Medicine-Czech, 45, str. 4548

Lamka J. a Duchacek L. (2006) Veterinarni léciva pro posluchace farmacie,

Vydani tfeti, Praha: Karolinum, 151 str., ISBN 00-000-0000-0

73



Lifschitz A., Lanusse C. a Alvarez L. (2017) Host pharmacokinetics and drug
accumulation of anthelmintics within target helminth parasites of ruminants, New

Zealand Veterinary Journal, 65(4), str. 176-184

Little P. R., Hodge A., Maeder S. J., Wirtherle N. C., Nicholas D. R., Cox G. G.
a Conder G. A. (2011) Efficacy of a combined oral formulation of derquantel—
abamectin against the adult and larval stages of nematodes in sheep, including

anthelmintic-resistant strains, Veterinary Parasitology, 181, str. 180-193

Malviya R., Bansal V., Pal O. P. a Sharma P. K. (2010) High performance liquid
chromatography: A short review, Journal of Global Pharma Technology, 2(5), str. 22-
26

Matouskova P., Vokial 1., Lamka J. a Skalova L. (2016) The role of xenobiotic-
metabolizing enzymes in anthelmintic deactivation and resistance in helminths, Trends

in Parasitology, Vol. 32, No. 6, str. 481-491

Menzel R., Yeo H. L., Rienau S., Li S., Steinberg Ch. E. W. a Stiirzenbaum S.
R. (2007) Cytochrome P450s and Short-chain Dehydrogenases Mediate the
Toxicogenomic Response of PCB52 in the Nematode Caenorhabditis elegans, Journal

of Molecular Biology, 370, str. 1-13

Merino G., Jonker J. W., Wagenaar E., Pulido M. M., Molina A. J., Alvarez A. L.
a Schinkel A. H. (2005) Transport of anthelmintic benzimidazole drugs by breast cancer
resistance protein (BCRP/ABCG2), Drug Metabolism & Disposition, 33 (5), str. 614—
618

Meyer V. R. (2004) Practical High-Performance Liquid Chromatography, 4th
edition, Chichester: Wiley, 359 str., ISBN: 0-470-09378-1

Mottier M. D. a Prichard R. K. (2008) Genetic analysis of a relationship between
macrocyklic lactone and benzimidazole anthelmintic selection on Haemonchus

contortus, Pharmacogenetics and Genomics, 18, str. 129-140

74



Nobilis M., Jira T., Lisa M., HolCapek M., Szotadkova B., Lamka J. a Skalova L.
(2007) Achiral and chiral high-performance liquid chromatographic determination of
flubendazole and its metabolites in biomatrices using UV photodiode-array and mass

spectrometric detection, Journal of Chromatography A, 1149, str. 112-120

Novakova L., Matysova L. a Solich P. (2006) Advantages of application of
UPLC in pharmaceutical analysis, Talanta, 68, str. 908-918

Patel R. S., Roy M. a Dutta G. K. (2012) Mass spektrometry — A review,
Veterinary World, 5 (3), str. 185-192

Podlipna R., Skélova L., Seidlova H., Szotdkova B., Kubic¢ek V., Stuchlikova L.,
Jiraisko R., Vanek T. a Vokidl I. (2013) Biotransformation of benzimidazole
anthelmintics in reed (Phragmites australis) as a potential tool for their detoxification in

environment, Bioresource Technology, 144, str. 216-224

Preston S. J. M., Sandeman M., Gonzales J. a Piedrafita D. (2014) Current status
for gastrointestinal nematode diagnosis in small ruminants: Where are we and where are

we going?, Journal of Immunology Research, Vol. 2014, Article ID 210350

Prichard R. K., Hall C. A., Kelly J. D., Martin I. C. A. a Donald A. D. (1980)
The problem of anthelmintik resistance in nematodes, Australian Veterinary Journal,

Vol. 56, Iss. 5, str. 239-250

Prichard R. (2001) Genetic variability following selection of Haemonchus

contortus with anthelmintics, Trends in Parasitology, Vol. 17, No. 9, str. 445-453

Puttachary S., Trailovic S. M., Robertson A. P., Thompson D. P., Woods D. J. a
Martin R. J. (2013) Derquantel and abamectin: Effects and interactions on isolated

tissues of Ascaris suum, Molecular & Biochemical Parasitology, 188, str. 79-86

Rawden H. C., Kokwaro G. O., Ward S. A. a Edwards S. (2000) Relative

contribution of cytochromes P-450 and flavin-containing monoxygenases to the

75



metabolism of albendazole by human liver microsomes, British Journal of Clinical

Pharmacology, 49 (4), str. 313-322

Redman E., Sargison N., Whiteclaw F., Jackson F., Morrison A., Bartley D. J. a
Gilleard J. S. (2012) Introgression of ivermectin resistance genes into a susceptible

Haemonchus contortus strain by multiple backcrossing, PLoS Pathogens, Vol. 8, Iss. 2,

€1002534

Robards K., Haddad P. R., Jackson P. E. (1994) Principles and Practice of
Modern Chromatographic Methods, 1st edition, Amsterdam: Elsevier Academic Press,
495 str., ISBN: 0-12-589570-4

Robinson M. W., McFerran N., Trudgett A., Hoey L. a Fairweather I. (2004a) A
possible model of benzimidazole binding to beta-tubulin disclosed by invoking an

interdomain movement, Journal of Molecular Graphics and Modelling, 23, str. 275—

284.

Robinson M. W., Lawson J., Trudgett A., Hoey E. M. a Fairweather 1. (2004b)
The comparative metabolism of triclabendazole-susceptible and triclabendazole-

resistant Fasciola hepatica, Parasitology Research, 92, str. 205-210

Roh J., Jung L., Lee J. a Choi J. (2007) Toxic effects of di(2-ethylhexyl)phtalate
on mortality, growth, reproduction and stress-related gene expression in the soil

nematode Caenorhabditis elegans, Toxicology, 237, str. 126-133

Santos M. C., Xavier J. K., Amarante M. R. V., Bassetto C. C. a Amarante A. F.
T. (2014) Immune response to Haemonchus contortus and Haemonchus placei in sheep

and its role on parasite specificity, Veterinary Parasitology, 203, str. 127-138
Sargison N. D., Jackson F., Bartley D. J., Wilson D. J., Stenhouse L. J. a Penny

C. D. (2007) Observations on the emergence of multiple anthelmintic resistance in

sheep flocks in the south-east of Scotland, Veterinary Parasitology, 145, str. 65-76

76



Sargison N. D. (2012) Pharmaceutical treatments of gastrointestinal nematode
infections of sheep — future of anthelmintic drugs, Veterinary Parasitology, 189, str.

79-84

Saunders G. 1., Wasmuth J. D., Beech R., Laing R., Hunt M., Naghra H., Cotton
J. A., Berriman M., Britton C. a Gilleard J. S. (2013) Characterization and comparative
analysis of the complete Haemonchus contortus b-tubulin gene family and implications

for benzimidazole resistance in strongylid nematodes, International Journal for

Parasitology, 43, str. 465-475

Scott 1., Pomroy W., Kenyon P., Smith G., Adlington B. a Moss A. (2013) Lack
of efficacy of monepantel against Teladorsagia circumcincta nad Trichostrongylus

colubriformis, Veterinary Parasitology, 198, str. 166-171

Stuchlikova L., Jirasko R., Vokial 1., Lamka J., Spulék M., Holcapek M.,
Szotakova B., Bartikovd H., Pour M. a Skalova L. (2013) Investigation of the
metabolism of monepantel in ovine hepatocytes by UHPC/MS/MS, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 405, str. 1705-1712

Stuchlikova L., Jirasko R., Skdlova L., Pavlik F., Szotdkova B., HolCapek T. a
Podlipna R. (2016) Metabolic pathways of benzimidazole anthelmintics in harebell
(Campanula rotundifolia), Chemosphere, 157, str. 10-17

Swales W. E. (1939) Tests of phenothiazine, a highly efficient anthelmintic: On
a means of administration and the indicated uses for the control of parasitic diseases of

sheep, Canadian Journal of Comparative Medicine, Vol. 111, No. 7, str. 188-194

Tak I. R., Dar J. S., Ganai B. A. a Chishti M. Z. (2014) A brief study of
morphology of Haemonchus contortus and its hematophagous behaviour, Global

Veterinaria, 13 (6), str. 960-965

Terril T. H., Miller J. E., Burke J. M., Mosjidis J. A. a Kaplan R. M. (2012)
Experiences with integrated concepts for the control of Haemonchus contortus in sheep

and goats in the United States, Veterinary Parasitology, 186, str. 28-37

77



Turner M. J. a Schaeffer J. M. (1989) Mode of Action of Ivermectin, In:
Ivermectin and Abamectin, 1st edition, New York: Springer, Chapter 5, str. 73 — 85,
ISBN: 978-1-4612-8184-9

Urquhart G. M., Armour J., Duncan J. L., Dunn A. M., Jennings F. W. (1987)
Veterinary Parasitology, 2nd edition, Glasgow: Blackwell, 314 str., ISBN: 978-
0582229808

Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatii a 16¢iv, Detail VLP [online],
Flimabend 100 mg/g, Suspenze pro podani v pitné vodé€, Datum registrace: 11. 7. 2013,
posledni revize: Srpen 2016 [cit. 2018-05-04], url= <www.uskvbl.cz/attachments/
spc/0910£7¢780164ebS.doc>

Valat M. (2014) Metabolismus monepantelu u paraziti a jejich hostitelit,
Diplomova prace, Katedra biochemickych vé€d na Farmaceutické fakult€¢ Univerzity

Karlovy, Hradec Kralové, str. 40

van Dijk J., Sargison N. D., Kenyon F. a Skuce P. J. (2010) Climate change and
infectious disease: helminthological challenges to farmed ruminants in temperate

regions, Animal, 4, 3, str. 377-392

van Wyk J. A. a Gerber H. M. (1978) Recovery of nematodes from ruminants by
migration from gastro-intestinal ingesta and mucosa gelled in agar: preliminary report,

Onderstepoort Journal of Veterinary Research, 45, str. 29-38

van Wyk J. A., Gerber H. M. a Groeneveld H. T. (1980) A technique for the
recovery of nematodes from ruminants by migration from gastro-intestinal ingesta

gelled in agar: large-scale application. Onderstepoort Journal of Veterinary Research,

47, str. 147-58

van Wyk J. A. (2001) Refugia--overlooked as perhaps the most potent factor
concerning the development of anthelmintic resistance, Onderstepoort Journal of

Veterinary Research, 68(1), str. 55-67

78



Vercruysse J., Holdsworth P., Letonja T., Barth D., Conder G., Hamamoto K. a
Okano K. (2001) International harmonisation of anthelmintic efficacy guidelines.,

Veterinary Parasitology, 96, str. 171-193

Veterinary Medicines Directorate, Product Information Database [online],
Valbazen SC 2.5% Total Spectrum Wormer Oral Suspension SPC, last revision:
January 2011 [cit. 2018-05-04], url=  <http://www.vimd.defra.gov.uk/
productinformationdatabase/SPC_Documents/SPC_113082.doc>

Veterinary Medicines Directorate, Product Information Database [online],
Allverm 4% Oral Suspension for Sheep SPC, last revision: 23rd June 2010 [cit. 2018-
05-04], url= <http://www.vmd.defra.gov.uk/ProductInformationDatabase/
SPC_Documents/SPC 123674.doc>

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

susceptible and resistant to anthelmintics, Parasitology, 139, str. 1309-1316

Vokial 1., Jirasko R., Stuchlikova L., Bartikova H., Szotakova B., Lamka J.,
Viarady, M. a Skélova L. (2013) Biotransformation of albendazole and activities of
selected detoxification enzymes in Haemonchus contortus strains susceptible and

resistant to anthelmintics, Veterinary Parasitology, 196, str. 373-381

von Samson-Himmelstjerna G., Blackhall W., McCarthy J. a Skuce P. (2007)
Single nucleotide polymorphism (SNP) markers for benzimidazole resistance in

veterinary nematodes, Parasitology, 134, str. 1077-1086

von Samson-Himmelstjerna G., Coles G. C., Jackson F., Bauer Ch., Borgsteede
F., Cirak V. Y., Demeler J., Donnan A., Dorny P., Epe Ch., Harder A., Hoglund J.,
Kaminsky R., Kerboeuf D., Kiittler U., Papadopoulos E., Posedi J., Small J., Varady M.,
Vercruysse J. a Witherle N. (2009) Standardization of the egg hatch test for the

79



detection of benzimidazole resistance in parasitic nematodes, Parasitology Research,

105, str. 825-834

Waghorn G. (2008a) Beneficial and detrimental effects of dietary condensed
tannins for sustainable sheep and goat production — Progress and challenges, Animal

Feed Science and Technology, 147, str. 116-139

Waghorn T. S., Leathwick D. M., Miller C. M. a Atkinson D. S. (2008b) Brave
or gullible: Testing the concept that leaving susceptible parasites in refugia will slow the
development of anthelmintic resistance, New Zealand Veterinary Journal, 56, 4, str.

158-163

Waller P. J., Rudby-Martin L., Ljungstrom B. L. a Rydzik A. (2004) The
epidemiology of abomasal nematodes of sheep in Sweden, with particular reference to

over-winter survival strategies, Veterinary Parasitology, 122, str. 207-220

Waxman D. J. a Holloway M. G. (2009) Sex differences in the expression of
hepatic drug metabolizing enzymes, Molecular Pharmacology, 76, str. 215-228

Xie C., Zhong D., Yu K. a Chen X. (2012) Recent advances in metabolite
identification and quantitative bioanalysis by LC-Q-TOF MS, Bioanalysis, 4(8), str.
937-959

Yilmaz E., Ramiicke S., Demeler J. a Kriicken J. (2017) Comparison of
constitutive and thiabendazole-induced expression of five cytochrome P450 genes in
fourth-stage larvae of Haemonchus contortus isolates with different drug susceptibility
identifies one gene with high constitutive expression in a multi-resistant isolate,

International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, 7, str. 362-369

80



10. Priloha - Chemické vzorce ionta identifikovanych
pri tandemové hmotnostni spektrometrii

Metabolity flubendazolu

Flubendazol (parentni molekula) — m/z 314

N NHCOOCH;
.
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m/z 282, vznikly z m/z 314 neutralni ztratou methanolu Am/z 32
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Metabolity M1yy a MSgy — produkty hydrolyzy a nasledné N-glykosidace
flubendazolu, m/z 418
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m/z 256, vznikly z m/z 418 neutralni ztratou hexosy Am/z 162
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Metabolity M3y, M4gLy @ M6gy — produkty redukce karbonylové skupiny a
nasledné O-glykosidace flubendazolu, m/z 478
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N +
‘ ‘ H—NH,COOCH,

m/z 298, vznikly z m/z 478 netralni ztratou hexosy Am/z 162 a vody Am/z 18
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m/z 266, vznikly z m/z 298 neutralni ztratou methanolu Am/z 32
N
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F

metabolity M2g;y a M7py — produkty redukce karbonylové skupiny flubendazolu a
nasledné N-glykosidace, m/z 478
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m/z 284, vznikly z m/z 316 neutralni ztratou methanolu Am/z 32
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m/z 284, vznikly z m/z 316 neutralni ztratou methanolu Am/z 32
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ISpee
N
H

m/z 238, vznikly z m/z 284 neutralni ztratou vody Am/z 18 a oxidu uhelnatého Am/z 28
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Metabolit M 11y — produkt hydrolyzy a hydroxylace flubendazolu s naslednou
glykosidaci a acetylaci, m/z 476
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m/z 256, vznikly z m/z 476 neutralni ztratou O-acetylhexosy Am/z 220

O

O

Metabolity Mgy a M12gy — N-glykosidovany flubendazol, m/z 476
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Metabolit M 10y y — produkt methylace a redukce karbonylové skupiny flubendazolu,
m/z 330
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fragment m/z 174

Metabolity albendazolu

Albendazol — parentni molekula, m/z 266
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m/z 234, vznikly z m/z 266 neutralni ztratou methanolu Am/z 32
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Metabolity M 1,5z, M2,z — N-glykosidovany albendazol-sulfoxid (produkt S-
oxidace), m/z 444
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m/z 208, vznikly z m/z 240 neutralni ztrdtou methanolu Am/z 32
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Metabolity M4 5z a MS,pz, vzniklé hydrolyzou karbamatové skupiny albendazolu a
jeho N-glykosidaci, m/z 370
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Metabolity M7spz, M8z @ M94pz, produkty N-glykosidace albendazolu, m/z 428
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m/z 234, vznikly z m/z 266 neutralni ztratou methanolu Am/z 32
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Metabolit M3,z — produkt sulfoxidace albendazolu, m/z 282
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Metabolit M6z, produkt dvojnasobné S-oxidace albendazolu, albendazol-sulfon, m/z
298
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fragment m/z 224
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Metabolismus rikobendazolu
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Metabolit M3grcp, vznikly S-oxidaci rikobendazolu a naslednou N-glykosidaci, m/z
460
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