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1 Cile prace

Cilem této bakaldrské priace bylo zpracovani literdrni reSerSe o problematice parazitujicich
hlistic, vyuziti Caenorhabditis elegans jako modelového organismu pii hledani novych ne-
matocidnich latek a objasnéni problematiky rezistence.

V praktické ¢asti byla v ramci optimalizacnich experimentt zavedena jednoducha a rychla
metoda pro screening akutni toxicity latek. Z nékolika antihelmintik, béZné vyuzivanych k
1écbé Cloveéka, byly vybrany dvé, které slouzily jako pozitivni kontrola. Metoda byla navr-
Zena tak, aby bylo mozné pouzit béZné laboratorni vybaveni a aby spotieba testovanych latek
byla minimalni. Nasledné byla otestovana nematocidni aktivita 17 piirodnich cytokinint a

nékolika set vybranych derivati.



2 Uvod

Parazitujici hlistice maji velké dopady nejen na lidské zdravi, ale zplsobuji také mimoradné
Skody v zemédélstvi - pfi chovu hospodéiskych zvifat i na péstovanych plodinach. I kdyz
je k dispozici mnoZstvi uéinnych preparatt s antihelmintickou aktivitou, dochazi postupem
casu k vzniku rezistence hlistic k pouzivanym latkam.

Caenorhabditis elegans (déle v textu C. elegans) je béZzné se vyskytujici ptidni hlistice.
Diky své malé velikosti, schopnosti rychlé reprodukce a nendrocné kultivaci v laborator-
nich podminkach predstavuje i pfes neparaziticky zpiisob Zivota vhodny a Casto vyuZivany
modelovy objekt pfi testovani antihelmintického potencidlu novych latek.

Laborator ristovych regulatori v Olomouci, ve které jsem vykondvala experimentalni
Cast prace, disponuje velkou knihovnou rostlinnych hormont. Aktudlné je v knihovné pres
5000 latek odvozenych od fytohormond, predevsim cytokininu a stéle se syntetizuji dalsi. Po-
névadz tyto latky plni nejen svou primarni regulacni funkci u rostlin, ale vykazuji zajimavé
biochemické ucinky také v ZivociSnych systémech, rozhodli jsme se zavést jednoduchou a
zaroven rychlou metodu screeningu jejich nematocidni aktivity. To umoZni rychlé vytipo-
vani perspektivnich kandidatt na v budoucnu vyuzitelnd antihelmintika, respektivé zajisténi
vstupnich dat pro posouzeni vztahu mezi chemickou strukturou testovanych latek a jejich

nematocidni aktivitou.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Parazitismus

Parazitismus je Zivotni strategie, kterou vyuZzivaji organismy na vSech trovnich systému, at’
uz se jedné o bakterie, bezobratlé nebo obratlovce. Organismy vyuZivajici tento nejcasté)si
zpusob Zivota jsou zaroven puvodci nejrozsitenéjsich a nejdilezitéjsich infekénich chorob na
Zemi. [1] Nejvétsi prevalence chorob zplsobenych parazity je v subtropickych a tropickych
oblastech. Dal3i typy vztahd mezi organismy jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Neexistuje vSak jedind definice pojmu ,,parazit®, protoZe vztahti mezi hostitelem a parazi-
tem je mnoho. Nejrozsifenéjsi je v soucasnosti definice, Ze parazit je ,,organismus ziskavajici
Ziviny z jednoho ¢i nékolika malo hostitell, kterym obvykle skodi, ale nemusi je zabit.* [1]
Pro parazita tento vztah musi byt vyhodny. K jeho Zivotnimu cyklu je zapotiebi existence
hostitele, proto hovofime o parazitismu jako o odvozené Zivotni strategii.

Podle prostorového umisténi rozliSujeme ektoparazity, ktefi se nachazeji vné téla hosti-
tele a endoparazity, nachézejici se uvnitf. Vnitfni parazité se mohou nachédzet v organech, v
krvi nebo mohou byt lokalizovani v kiiZi a podkoZi. Ektoparazité patiici mezi helminty se u
¢lovéka nevyskytuji.

Podle poctu hostitelt, které parazitujici organismus béhem svého Zivota vyuZiva pro sviij
tspésny Zivotni cyklus, je délime na jedno-hostitelové neboli monoxenni a vice-hostitelové
neboli heteroxenni.

Pokud je pro parazita vztah s hostitelem nezbytny pro preZiti, jednd se o obligatniho pa-
razita. V opacném pripadé€, kdy parazit hostitele vyuZziva jen za urcitych Zivotnich podminek
a jeho pfeziti na ném neni zavislé, mluvime o fakultativnim parazitovi.

Definitivni hostitel je organismus, ve kterém probihd sexudlni ¢4st cyklu parazita. V me-
zihostiteli se parazit nerozmnoZuje, nebo dochézi pouze k asexualnimu mnoZeni.

Z ekologického hlediska ma existence paraziti své vyhody i nevyhody. Mezi pozitiva
zasob zivin v daném ekosystému. Tim, Ze ovliviiuji mortalitu, udrZuji rovnovéhu. Jelikoz je
mnoZzstvi parazitujicich hlistic v podilu biomasy veliky, spolupracuji na kolobéhu a rozkladu

latek. Nédkaza parazitem ma pro hostitele fadu negativnich diisledkti. Mezi né patii zhorSen{
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zdravotniho stavu, v extrémnim piipadé vedouci az ke smrti, a nebo jiné zmény ve fenotypu,
které vedou ke zvyseni pravdépodobnosti pfenosu. Zménou ve fenotypu mohou byt napt. no-
votvary u rostlin tzv. hilky, pfipadné zména chovani zvitete, kterd podporuje prenos parazita.
Infikovand zvitata se napf. nemohou rozmnoZovat, napadené rostliny maji mensi vynosnost
apod.

Védni obor parazitologie se klasicky rozd€luje na tii hlavni ¢4sti : protozoologie, 1ékaiska
entomologie a helmintologie. Pravé helmintologie je ¢4st, kterd bude v této praci podrobnéji

rozebrana. [2, 1]

Tab. 1: Typy vztahti mezi organismy

Typ vztahu Definice

Amensalismus | Vztah, kdy organismus ma negativni vliv na druhy organismus aniz by

jim byl ovliviiovan.

Komensalismus | Vztah, kdy organismus md kladny vliv na druhy organismus aniZ by jim

byl ovliviiovan.

Kompetice Konkurence dvou organismu o stejny zdroj Zivin.

Mutualismus Jedna se o druh symbidzy, kdy je vztah dvou organismil prospésny pro

obé dvé strany.

Neutralismus Organismy na sebe nijak neplsobi a neovliviiuji se.
Parazitismus Vztah, kdy jeden z organismd ma uZzitek z druhého.
Predace Pozieni ¢4sti nebo celého organismu jinym organismem.

12




3.2 Helmintologie

Helmintologie (nékdy také nematodologie) je véda zkoumajici hlistice. Mezi hlistice patii i
C. elegans, na které se jiz diive hledaly latky s nematocidni aktivitou. Protoze je C. elegans
blizce pribuzna parazitujicim hlisticim, s urcitou pravdépodobnosti pfi nalezu aktivni latky
proti C. elegans bude tato latka (i¢innd i proti parazitujicim druhGm.

Do skupiny helminti patii celd fada variabilnich organismi. Pfes jejich riznorodost je
spoleénym znakem bilatelarni soumérnost téla. V radmci ontogeneze nemaji pouze vyvojové
stddium vajicko, larva a dospélec, ale nachdzime zde i mnoho typt larev jednoho organismu.
Helminti jsou protostomni (prvotsti) ZivoCichové coz znaci, Ze jejich prvousta vyvojem ne-
zanikla, ale slouZi jako ustni otvor. Jejich téla jsou dokonale prizpisobena k interakci s hos-
titelem, popripad€ mezihostitelem. Parazitujici organismus musi byt schopen napiiklad pro-
niknout do t€la hostitele, coz se miize uskutecnit pres kiizi nebo poZitim hostitelem. Pene-
trace se fidi dle receptorti na téle helminta a specifickych latek na téle hostitele. Po proniknuti
na parazita zaCne reagovat imunitni systém hostitele. Na tuto situaci se parazité adaptovali.
Jeden z pouzivanych mechanismi je zabudovani molekul produkovanych hostitelem do téla
parazita, takze neni imunitnim systémem rozezndn jako cizoroda latka. Jiny zptisob masko-
vani miZe byt obména povrchovych antigent.

Infekce zmin€nou skupinou organismi jsou na Zemi velmi Casté a proto se timto problé-
mem véda aktivné zabyva. Jen Skrkavkami je nakaZeno kolem miliardy lidi a tenkohlavec
Trichuris trichiura parazituje na dal$i miliardé obyvatel. Vybrand onemocnéni budou po-

drobnéji rozebréana v dalSich kapitoléach. [2, 3]
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3.2.1 Kmen: Hlisti (Nemathelminthes)

Hlisti jsou gonochoristé s protdhlym, dvouvrstvym télem. Velikost se pohybuje od nékolika
milimetrt az po nékolik decimetrd. T€lo je neclankované, tvaru nitkovitého nebo vietenovi-
tého. Vétsinu druhii najdeme ve vlhké ptidé a vodnim prostiedi. Spousta vsak alespon Cast
vyvojového cyklu travi uvnitt téla hostitele, a proto se jejich té€lo béhem evoluce adaptovalo
hned nékolika zpiisoby. Je to napfiklad vylucovani kutikuly pokozkou, ktera chrani jejich
télo pred travicimi enzymy hostitele. Béhem Zivota se kutikuldrni vrstva nékolikrat svléka.
Pod kutikulou je uloZena pokozka a v podkoZnim svalovém vaku je uloZena podélna svalo-
vina. Cel4 tato soustava doddva hlisticim pevnost a zdroven pruznost.[3, 4]

Hlisti nedisponuji cévni a dychaci soustavou. Obéhova soustava je u nich kompenzovéna
pseudocoelem. Jedna se o télni dutinu vyplnénou tekutinou. Je oznaCovéana jako neprava télni
dutina. Travici soustava je trubicovitd s vyvinutym fitnim a ustnim otvorem, ktery je Casto
opatfen kutikuldrnimi zuby nebo jinou podobnou strukturou. V pseudocoelu neni pevné ulo-
Zena. VyluCovani je zprostfedkované pomoci protonefridii. Nervova soustava je sloZena z
obhltanového prstence, ze kterého vybihaji vzdjemné propojené a sparované podélné pro-
vazce. [3, 4]

Vyskytuje se zde pohlavni dimorfismus, kdy samice (nebo hermafrodit, jako je to u C.
elegans) je obvykle vétsi nez samec. Samci maji neparova varlata a chaimovod. Samici po-
hlavni orgdny jsou tvofeny trubicovitymi vajeCniky, vejcovody, délohou, vaginou a vulvou.
U hlistic se objevuje eutelie. Jednd se o jev, kdy maji organismy konstantni pocet bun¢k u
stejnych vyvojovych stadii. Pocet bun€k se béhem ontogeneze méni, ale jakmile organismus

dospéje, buriky se prestanou délit a pouze zvétSuji svoji velikost.[3, 4]

Obr. 1: Pohlavni dimorfismus u hlistice C. elegans

Obrézek upraven a prevzat z: http://www.wormatlas.org
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3.3 Vybrani zastupci parazitickych hlistic

V této kapitole budou bliZe rozebrana nékterd onemocnéni zptisobend parazitickymi hlisti-
cemi. Mezi hlistice patii asi 20 000 dosud zndmych druht. [4] Patfi mezi né druhy volné
7ijici, parazitujici na rostlindch a obratlovcich véetné ¢lovéka.[3, 4] Clovéka infikuje okolo

60 druhii hlistic. ! Déle v textu se zamé&fuji na 6 nejrozsifenéjsich a s nejvétsim dopadem na

lidské zdravi. 2

3.3.1 Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides)

Skrkavka d&tskd (Ascaris lumbricoides) (obr.&.2) patii do Celedi Ascaridae (Skrkavkoviti) a
do podceledi ascaridinae.[2, 1] M4 na svédomi onemocnéni zvané askari6za, které je celo-
svétove rozsifené a hlistici nejcastéji zptisobované onemocnéni. Nejcastéji se projevuje pri-
jmy, sttevnimi potizemi, plicni embolii nebo dal$imi pfiznaky, které jsou popsany niZe.[1]

Skrkavka ma 10 aZ 30 cm dlouhé, vélcovité t&lo, které je na obou koncich mirné zaspica-
télé. Patfi mezi geohelminty, to znamend, Ze jejich Zivotni cyklus probihd bez mezihostitele,
jinymi slovy jejich vyvoj je primy. Jako hostitele vyuziva savce. Kolem ustniho otvoru jsou
tfi po okrajich zoubkaté pysky, zvané labie. Nachézeji se zde i smyslové papily. Ustni otvor
pokracuje svalnatym jicnem, ktery prechdzi v trubicovité stfevo koncici andlnim otvorem.
Tak jako cely kmen hlistice, i Skrkavky maji pseudocoelom naplnény tekutinou.

Nékaza probihd perordlng, pozienim infek&nich vaji¢ek napiiklad z potravin. Skrkavky
maji tkdniovou fazi vyvoje. Larvy v tenkém stfevé hostitele doristaji larvalni faze L3, ty se
pak uvolni a penetruji pres sténu stfeva do krevniho fecisté. Tzv. stfevni faze se projevuje
poruchami traveni, které je zpisobené mechanickym kontaktem stfevni sliznice s larvami a
jimi vyloucenych toxickych metabolitt.

Mezi leh¢i projevy patfi prijem, stievni potiZe, nechutenstvi. V té€Zsich pfipadech mize
dojit k protrZeni stfevni stény. Krevnim obéhem se larvy dostdvaji do jater. Tato faze se
projevuje zanéty a poSkozenim orgdnu. Z jater putuji larvy obéhovym systémem do plic.
V této fazi se ndkaza projevuje kaslem, zanéty nebo plicni embolii. Z plic se pomoci kasle

larvy Skrkavek dostdvaji do ust, kde jsou pozfeny a v tenkém stfevé dokoncuji svij vyvoj

Thttp://emedicine. medscape.com/article/22401 1-overview
Zhttp://www.who.int/en/
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pres larvalni stddium L4 az k dospélci. Dospélci Ziji 18-20 mésict a maji vysokou spotiebu
glykogenu na tkor hostitele.[1]

Produkce vajicek je enormni. Uvadi se az 200 tisic za jeden den.[1]. Vajicka maji silny
obal a za optimdlnich podminek dokdZi ve vnéjSim prostfedi ziistat infekéni 5 az 12 let. Po-
kud ale nejsou ve vlhkém prostredi, vyschnou a pfeZiji jenom nékolik dni. Idedlni podminky
pro embryogenezi jsou v rozmezi 28 — 32 °C, optimalni je vlhké a okyslicené prostiedi. Za
takovych podminek embryogeneze trva 18 dni. Pokud podminky nejsou idedlni, trva déle.[1]

Pocet timrti se ro¢né pohybuje okolo 60 000 lidi. V ohroZeni na Zivoté jsou zejména déti.
Problém je feSen osvétou v hygiené, tepelnym upravenim potravin, zamezenim kontaktu s

pldou, zavedenim vhodné likvidace vykalti a podobné. ?

L

¢
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Obr. 2: Ascaris lumbricoides, dospéla samice

Obrézek prevzat z: http://www.cdc.gov/

3http://www.who.int/en/
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3.3.2 Roup détsky (Enterobius vermicularis)

Roup détsky (Enterobius vermicularis) je 3-12 mm dlouha hlistice s kosmopolitnim rozsite-
nim. Zpisobuje onemocnéni zvané oxyuriéza, neboli téZ enterobidza. Jedna se o nejcastéjsi
parazitarni infekci v Ceské republice zpisobenou helminty. [5]

Zastupce tohoto druhu je zachycen na obrazku ¢. 3. Hlistice fadu Oxyurida byvaji uzce
hostitelsky specifické. Cilovou skupinou je ¢lovek, zejména mladsi déti, u kterych dochazi ke
snazSimu Sifeni zvlasté pri zarazeni do kolektivu. NejCastéji roup parazituje v tlustém stieve
a prenasi se pomoci vajicek, které samice klade v periandlnim prostoru. ProtoZe jsou vajicka
lehk4, jsou snadno rozndSena pomoci vzduchu. Diky $patnym hygienickym ndvykim u déti
dochazi Casto k reinfekcim.[2]

Onemocnéni nemusi mit patrné priznaky, protoZe roup détsky nemd vysokou patoge-
nitu. NejtypictéjSim znakem je andlni pruritus, zejména v noci, kdy samice kladou vajicka.
Piipadné patologické zmény se projevuji v tradvicim traktu a v oblasti kolem kone¢niku. V

nejtézsich piipadech dochazi k ubytku hmotnosti, priijmu nebo bolesti bficha.[6]

2 mm

Obr. 3: Roup détsky (Enterobius vermicularis )

Obrazek prevzat z: http://sydney.edu.au/
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3.3.3 Tenkohlavec lidsky (Trichuris trichiura)

Tenkohlavec lidsky je hlistice s tenkym té€lem, které mtze dosahovat délky az 80 mm. Zpa-
sobuje jedno z nejcastéjsich stfevnich onemocnéni zplisobené parazity, trichuri6zu, kterd ma
nejetndjii zastoupeni zejména v tropech a subtropech. [1] Avsak ani v Ceské republice neni
jeho vyskyt vzdcnosti. * Uv4di se, Ze celosvétovy podet napadenych osob timto parazitem se
pohybuje okolo 800-900 miliéni.[7] >

Tento parazit je zachycen na obrazku ¢. 4. Samice, které jsou ponékud vétsi nez samci,
jsou schopné naklast denné aZ 14 000 vajicek. Vyvoj tenkohlavce je pfimy a vajicka dokdZou
v pudé prezit za vhodnych podminek i n¢kolik let. Ndkaza probiha konzumaci zeleniny nebo
vody kontaminované vajicky. Po pozfeni vajicek se v tenkém stfeve lihnou larvy, které poz-
déji putuji do tlustého stieva, kde se zavrtavaji do stfevni sliznice. To vede k jeho poSkozeni
a k zanétim. Mezi dalsi klinické projevy patii zvraceni, bolest, nechutenstvi nebo chronické
prijmy.[1]

K 1é¢bé trichuridzy se pouzivd mebendazol nebo albendazol. 8, 7]

Obr. 4: Tenkohlavec lidsky (Trichuris trichiura), samice

Obrézek prevzat z: http://sydney.edu.au/

“http://www.internimedicina.cz/pdfs/int/2002/04/11.pdf
Shttp://www.who.int/mediacentre/news/releases/2006/pr60/en/index 1 .html
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3.3.4 Meéchovec lidsky (Ancylostoma duodenale)

Meéchovec lidsky je stievni parazit zptisobujici onemocnéni zvané ankylostoméza. Pivodce
této nemoci je vyobrazen na obrazku €. 5. Tento parazit je rozsifen zejména v tropickych a
subtropickych oblastech.[1]

Samci dosahuji délky 8-11 mm a samice 10-13 mm. Tito parazité Ziji 1 vice nez 2 roky.
Samice je schopna za jeden den naklast 25-30 tisic vajicek. Za piiznivych vlhkych podmi-
nek embryogeneze trvd 1-2 dny, poté se vyvijeji z vajiCek larvy. Nédkaza, zprostiedkovana
larvami, hrozi pfi pfimém kontaktu s lidskou pokoZzkou. Larvy po kontaktu s kiizi do ni pro-
nikaji a dostavaji se do krve. Z ni migruji pies srdce do plic a ndsledné do traviciho dstroji,
kde dokoncuji sviij vyvoj.

Objevuji se kozni pfiznaky, pfi priniku larev do plic vznikaji krvécivé ranky. V tenkém
stfevé larvy zptisobuji taktéz lokalni poranéni pfi pfichyceni se na sténu sliznice, navic zde
sajou krev, kterd jim pravdépodobné slouZzi jako zdroj kysliku. Onemocnéni ma typické pfi-
znaky anémie, mezi které patii napiiklad hypoalbuminémie.

Ankylostoméza se 16¢f pomoci mebendazolu, tiabendazolu nebo pyrantelu. Uginnost
ivermectinu nebyla prokdzéna.

Prevence spociva, tak jako i u ostatnich zminénych parazitd, v dodrZovani zdkladd hygi-

eny, zamezeni hnojeni fekdliemi a zabezpeCeni nekontaminované pitné vody. [1]

Obr. 5: Méchovec lidsky (Ancylostoma duodenale)

Obrazek prevzat z: http://sydney.edu.au/
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3.3.5 Vlasovec mizni (Wuchereria bancrofti)

Wuchereriéza, Bancroftova filariéza, lymfatickd filaridza, elefantidza. To jsou ndzvy pro
jedno a totéz onemocnéni, zptisobené vlasovcem miznim. Jedna se o tropickou nemoc, ktera
je prendsena komary.[1]

Prenaseci této nemoci je okolo 70 druhii komarti. Nejcastéji se jednd o komary rodu
Anopheles, Aedes nebo Culex. Ndkaza ¢lovéka probihd pfi sdni koméra, béhem kterého larvy
aktivné putuji sosdkem do kiZe hostitele. Komar se nakazi opét tim, Ze bude parazitovat na
nakaZeném c¢lovéku.[1] 6

V pocétecni fazi onemocnéni se objevuji zanéty nebo zpomaleni obéhu lymfatického
systému. Kdyz se larvy pfeméni na dospélce, dochédzi kolem nich k hromadéni bunécnych
struktur a ndsledné se poskozuje endotel cév. To ma za nasledek poruchy v cirkulaci lymfy
a jeji naslednou kumulaci v uzlinich, kterd se projevuje typickymi edémy a zvétSenim po-
stizené C4sti téla.[1] Svétovd zdravotnickd organizace (WHO) k lednu roku 2016 odhaduje
25 miliént pripadii genitdlnitho postiZzeni a vice nez 15 miliént lid{ trpici lymfoedémem.
WHO tuto zdvaznou situaci re$i preventivni 1é€bou za pouziti albendazolu v kombinaci s
ivermectinem nebo diethylkarbamazinem citratem. Cilem je zredukovat u nakazenych osob

pocet larev v téle a zabrénit tak jejich $ifeni na komary. ’

Obr. 6: Vlasovec mizni (Wuchereria bancrofti)

Obrazek prevzat z: http://sydney.edu.au/

Shttp://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs102/en/
Tviz 4
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3.3.6 Vlasovec kozni (Onchocerca volvulus)

Vlasovec kozni je hlistice parazitujici primarné na ¢lovéku a zplisobuje onemocnéni zvané
onchocerkéza, neboli ,,fi¢ni slepota".[1]

Ndékaza je vdzdna na pfenaSece, kterou je v tomto piipadé muchnicka rodu Simulium.
NakaZend muchnicka pfendsi kousnutim infekéni embrya, kterd se v lidském téle vyvijeji
v larvy (mikrofilarie), které ddle migruji nejcastéji do pokoZzky, o¢i a miznich uzlin. Mezi
symptomy patii silné svédéni kiize, boule a po Case se muze projevit i slepota. Klinické
projevy jsou zplisobené larvami, které se pohybuji v podkoZi a zpisobuji zde zanéty. [1] 8

Zatim nejsou léky, které by preventivné branily ndkaze timto parazitem. U lidi se osvédcil
k 1é¢bé onchocerk6zy ivermectin. [1]°

Délka zivota dospélych vlasovct se pohybuje v rozmezi 15-20 let, proto i 1écba tohoto

onemocnéni musi trvat pfiblizné stejnou dobu.[1] !°

Obr. 7: Vlasovec kozni (Onchocerca volvulus)

Obrazek prevzat z: http://sydney.edu.au/

8http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs374/en/
Viz 6
19http://www.parazitologie.cz/akce/doc/sbornik/sbornik.pdf

21



3.4 Epidemiologicka situace ve svété

WHO uvadi k roku 2015 tidaj o pfiblizné 2 miliardach hlisticemi infikovanych osob na svété,
coz predstavuje zhruba 24% svétové populace. Nejvice se to tyka oblasti s niz§im hygienic-
kym standardem, kde se pida kontaminuje lidskymi vykaly a hlistice se tak mohou rychle
$i¥it prostiednictvim vaji¢ek. Proto mezi ohroZené lokality patif stity napiiklad Afriky, Ciny
nebo vychodni Asie, kde chybi dostate¢na infrastruktura a kanalizace, nejCastéji z financnich
diivodu. Diky absenci téchto infekci v evropskych zemich, si laicka vefejnost mnohdy neu-
zitickymi hlisticemi u déti. Podle WHO v oblastech s vysokym vyskytem a rizikem pfenosu
hlistic, Zije pres 270 miliond déti predskolniho véku a vice nez 600 miliond déti Skolniho
véku. Tato Cisla by méla pribliZit realitu a zdvaZnost téchto ndkaz.

Celosvétova situace se zacala razantné feSit od roku 2001, coZ zahrnuje pravidelné po-
davani 1ékt nebo socidlni podporu a vzdélani ohledné hygieny. Tato informacni osvéta je
soustfedéna hlavné do Skol, protoZe se zde vyskytuji cilové skupiny. V roce 2013 bylo anti-
helmintiky oSetfeno 368 miliént déti. WHO doporucuje 1écbu albendazolem a mebenda-
zolem. Jejim globdlnim cilem do roku 2020 je radikdlni sniZeni vyskytu helmint6z u déti.
NejcCastejSimi parazity je Ascaris lumbricoides, Cesky Skrkavka détskd, Trichuris trichiura

(tenkohlavec lidsky) a Necator americanus (méchovec americky). !!

http://www.who.int/en/
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3.5 Antihelmintika a nematocidy

Helminti zptisobuji fadu nemoci, proto se véda snazi podrobnéji pochopit tyto organismy z
molekuldrniho a biochemického hlediska. Utelem badéni je vyvoj antihelmintik, kterd budou
ucinnd a zaroven pro ¢lovéka netoxicka.

Mezi pouzivané latky patii naptiklad niklosamid, dietylkarbamazin nebo ivermectin. I
pres soucasny vyzkum v posledni dobé nebyla uvedena na trh novd antihelmintika pro hu-
manni 1éCbu. Naposledy se jednalo o albendazol, praziquantel a ivermectin. Tato 1éCiva byla
vSak uvedena na trh pred n€kolika desetiletimi. KdyZ se k tomuto faktu pricte i vzrastajici
rezistence Cervl na farmakologické piipravky, vyplyne dilezitost dalsiho vyzkumu. [7]

Antihelmintika miizeme rozdélit do riznych skupin na zakladé nékolika charakteristik.
Nektera pusobi pouze na jednu skupinu helmintd, jina soucasné na vice skupin. Takova ozna-
cujeme jako Sirokospektrd antihelmintika. Také zaleZi, jestli je pfipravek urcen proti helmin-
tim ve stfevech anebo ve tkani. Podle uc¢inku muZeme 1é¢iva rozdé€lit na vermicida, ktera
parazita usmrti a vermifuga, kterd zptisobi paralyzu. Farmaka se rozdéluji i podle chemické
struktury a sloZeni. Nej€astéji vyuZivand jsou v soucasné dobé 1éCiva patiici do téchto tif sku-
pin — benzimidazoly, imidazothiazoly a makrocyklické laktony. LéCiva zplsobuji u parazitd
kontrakci svalu, paralyzu, narusuji metabolické procesy nebo nervovou signalizaci helmintd,
jiné zabranuji napf. oxidativni fosforylaci v mitochondriich. [1]

Antihelmintika se nepouZzivaji jenom pro 1écbu jizZ infikovanych osob, ale také jako pre-
vence proti lidskym helmintozdm. Roc¢né je za pomoci WHO distribuovdno mnoho 1€k,
jejichz tlohou je snizit poCet nakaZenych osob. Nutnosti je prihliZzet k tomu, za jakych okol-
nosti a Zivotnich podminek je 1€k podavéan. Prevence, postupy a tspéSnost 1éCby u schisto-
som nebo odstranéni lymfatické filariézy bude jina ve statech zapadni Evropy, neZ v chudych
statech, kde kvili nedostatku financi neni zajisténa dodavka pitné vody a vytvorena vodni
vodohospodaisk4 infrastruktura. Uplné vymyceni onemocnéni je velice obtizné a nakladné
Casové 1 financné. Problematika prevence ndkaz pomoci chemoterapeutik je prehledné shr-

nuta v ¢lanku od Lorenza Savioliho z roku 2014 — Preventive Anthelmintic Chemotherapy —

Expanding the Armamentarium.[9]
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3.5.1 Vybrané skupiny antihelmintik podle chemické struktury

Jak jiz bylo feCeno, antihelmintika se mohou délit mimo jiné podle své chemické struktury.
Mezi 3 skupiny nejcastéji pouZivanych antihelmintik patfi benzimidazoly, imidazothiazoly
a makrocyklické laktony. V jednotlivych podkapitolach jsou bliZe rozebrani zastupci nejcas-

t&ji uzZivani v 1éCbé. V experimentdlni Casti jsme pozitivni kontrolu vybirali pravé z téchto

antihelmintik.

3.5.2 Benzimidazoly — mebendazol, albendazol

Benzimidazoly jsou organické slouceniny, které maji ve své struktufe benzenovy kruh, ktery
je pripojeny na imidazolovém kruhu. Tento kruh obsahuje 4 atomy uhliku, atom dusiku a 2
dvojné vazby.'?

Tyto latky ptsobi ve stievech hlistice, proto je dileZité, aby se antihelmintikum dostalo
do traviciho traktu parazita. Télo hlistice mé charakteristicky pocet bun€k pro urcité vyvo-
jové stadium. Proto nejsou tkané€ schopny pfi poSkozeni regenerace. Stievo hlistic je tvofeno
z jediné vrstvy buné€k a antihelmintika u¢inkuji tak, Ze tento orgdn nendvratné poskozuji.[10]

Benzimidazoly u C. elegans zplsobuji vymizeni mikrotubulii svym navazanim na pro-
tein zvany [-tubulin, ktery je dilezitou soucasti cytoskeletu buriky.[11] Cytoskelet predsta-
vuje mimo jiné oporny systém burtiky, proto naruseni jeho stavby a tvorby vede k defektiim,
které se projevuji paralyzou nebo zpomalenym riistem. [12] Benzimidazoly maji mnohem
vyS$$i afinitu k S-tubulinu u parazitd, nez k S-tubulinu u jinych Zivocicht. Proto se timto
lékem mohou oSetfit zvitata, aniZ by to na né mélo negativni vliv. [13] Informace tykajici se
letalnich dcinkl vyvolanych benzimidazolovymi antihelmintiky ve stievé had’atek shrnuje

¢lanek od Douglase P. Jasmera a kolektivu.[10]

Mezi zéstupce patii mebendazol, synteticky benzimidazolovy derivét. Toto antihelminti-
kum je schopné blokovat vychytavani glukézy, buriky tedy nemohou zpracovat volné dostup-
nou glukézu a zanou Cerpat energii ze zasob ulozenych ve formé glykogenu. Pokles gly-

kogenu a neschopnost vyuziti glukézy zptisobi snizenou tvorbu ATP. ATP je vSak nutné pro

2https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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preziti organismu. K této poruse vyuZivani glukézy dochdzi pravé naruSenim bunék stfeva
skrz 3-tubulin, ktery byl zminén vyse."

Mebendazol ma piijemnou chut’ a tak se jako 1€k podavéd ve formé Zvykacich tablet.
Obsah mebendazolu v jedné tableté je 100 mg. Mezi ptiznaky preddavkovani patii horecka,

sv&déni, bolesti hlavy, vypaddvani vlasi. 4

Tab. 2: Chemické vlastnosti mebendazolu

Generické ndzvy | Vermox, Telmin, Pantelmin

Sumarni vzorec C16H13N303

Molarni hmotnost | 295,2927 g/mol

Rozpustnost Témér nerozpustny ve vodé, ethanolu, chloroformu nebo

etheru. V kyseliné mravenci je rozpustny.

Vzhled latky Amorfni prasek zlutavé az bilé barvy.

Teplota tani 288,5 °C

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Obr. 8: Strukturni vzorec mebendazolu
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Dals$im zastupcem je synteticky benzimidazolovy derivat, albendazol. Mechanismus ti¢inku

je podobny jako u mebendazolu. Chemicka struktura je zndzornéna na obrazku €. 9. Jako 1é-

~~~~~~

pfi predavkovani jsou bolesti hlavy, vypad4vani vlasii, nespavost, priijem nebo zdvratg. '3

Tab. 3: Chemické vlastnosti albendazolu

Generické ndazvy | Eskazol, Zentel

Sumarni vzorec C1oH5N50,S

Moléarni hmotnost | 265,3314 g/mol

Rozpustnost Prakticky nerozpustny ve vode¢.
Vzhled latky Bezbarva krystalicka latka.
Teplota tani 208-210°C

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Obr. 9: Strukturni vzorec albendazolu

IShttps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.5.3 Imidazothiazoly — levamisol, pyrantel

Imidazothiazoly jsou organické polycyklické slouCeniny. Imidazolovy kruh je ve slouceniné
pripojeny k thiazolovému kruhu. Zastupce této skupiny, levamisol, se jako 1€k vyskytuje v
podobé tablet s obsahem d¢inné latky 50 mg v jedné tabletg. '® Jeho chemick4 struktura je
na obrazku ¢. 10.

Levamisol je schopen depolarizovat membrany svalové tkané a zptlisobuje hyperkon-
trakce svaloviny. Tato depolarizace je zptisobena diky tomu, Ze je levamisol agonista acetyl-
cholinového receptoru. [14, 15] SpiSe neZ na koncentraci latky ale zavisi na zptsobu jejtho
prijeti. PokoZka hlistic je totiZ malo propustnd. Pokud je vSak latka pfijata pseudocoelem

hlistice, 1ze do 30 minut pozorovat vyse popsané ucinky. [15]

Tab. 4: Chemické vlastnosti levamisolu

Generické ndzvy | Ketrax, L-Tetramisol, Lepuron

Sumarni vzorec C11H1aNLS

Molarni hmotnost | 204,29138 g/mol

Rozpustnost Latka je rozpustnd ve vodé, methanolu i ethanolu.
Vzhled latky Pevna bil4 latka.
Teplota tani 227-227.,5 °C

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Obr. 10: Strukturni vzorec levamisolu

16http://www.drugbank.ca/
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Dal§im zastupcem je pyrantel. Strukturni vzorec je zndzornén na obrazku ¢. 11. Mezi

------

vymizi i nezddouci G&inky.!”

Tab. 5: Chemické vlastnosti pyrantelu

Genericky nazev | Pyrequan

Sumarni vzorec C11H14N,S

Moléarni hmotnost | 206,30726 g/mol

Rozpustnost Rozpustny v dimethylsulfoxidu, mirné rozpustny v dime-

thylformamidu a prakticky nerozpustny ve vodé.

Vzhled latky Pevna krystalickd latka zluté barvy bez zapachu.

Teplota tani 178 -179° C

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Obr. 11: Strukturni vzorec pyrantelu

7https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.5.4 Makrocyklické laktony — ivermectin, abamectin

Ivermectin patfi mezi semisyntetické, vysoce aktivni 14tky s Sirokym spektrem vyuziti. Latka
byla poprvé izolovéana z produktl fermentace bakterie Streptomyces avermitilis. Chemicky
se jednd o makrocyklicky lakton. Tato latka je fazena do kategorie antibiotik. Chemicka
struktura je zndzornéna na obrdzku €. 12. [1]

JiZ v roce 1985 byl znat velky dopad a pomoc ivermectinu ve veterindrni 1écbé. Nejdiive
se pouzival pri 1é¢bé parazitarnich infekcei u psi, ovei, skotu, koni a prasat. JelikoZ byla tato
latka uspésSnd, veterindrni spoleCnosti uvedly na trh analogy ivermectinu, které se od sebe
liSily svymi vlastnostmi a doSlo na uplatnéni 1 v huméanni 1€cbé. [16]

Pouziva se taktéz k 1écbé svrabu, protoZe plisobi nejen na hlistice, ale i na roztoce a né-
které druhy hmyzu. Dlouholeté vyzkumy ukézaly, Ze je ivermectin pfi 1écbe koZniho svrabu
u lidi efektivni v jediné peroralni ddvce. Testované mnozstvi davky bylo 150 - 200 mg na kg
télesné vahy.[17]

Ivermectin se podava ordlné ve formé tablet. Ty jsou oznacené pod ndzvem Stromectol.
Ivermectin se metabolizuje v jitrech a spolu s metabolity je vyluCovdn prevazné vykaly.
Podévani ivermectinu po pfijmu potravin s vysokym obsahem tuku podporuje biologickou
dostupnost neZz pfi poddni nala¢no. 3

Mechanismus tcinku je zaloZeny na schopnosti latky ovlivnit chloridové kanaly kdy do-
chézi k vetsi propustnosti bunééné membrany pro chloridové ionty.[18] Tim se porusi pola-
rizace membrany nervovych a svalovych bunék coz vede k paralyze az smrti parazita. Jejich
selektivni aktivita spo¢ivd v tom, Ze ne vSichni ZivoCichové maji stejné fizené chloridové
kandly a Ze ivermectin nepronikd pfes hematoencefalickou bariéru.

Ivermectin vSak neptlisobi na vSechny parazitické hlisty a u nékterych je toxicky pouze
pro urcitd vyvojova stadia. Naptiklad na dospélce Onchocerca volvulus Zadny icinek nema.
Proto je nutné pri pouziti Stromectolu opakované preléCeni.

V nizkych koncentracich se Stromectol vylucuje 1 do matefského mléka. Mezi nezadouci
G¢inky pfi intoxikaci patif vyrdzka, bolesti hlavy, edém, zdvraté, zvraceni nebo priijem.'”

Za objev avermectinl a ivermectinu byla v roce 2015 udé€lena polovina Nobelovy ceny

za fyziologii a 1ékarstvi védctim Satoshimu Omuraovi a Williamovi Campbellovi.[19]

Bhttp://www.merck.com/
9Viz 17
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Tab. 6: Chemické vlastnosti ivermectinu

Generické nazvy | MK-933, Heartguard 30, Eqvalan, Ivomec

Sumarni vzorec CusH74014

Moléarni hmotnost | 875,09276 g/mol

Rozpustnost Nerozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v methanolu nebo
95% ethanolu.

Vzhled latky Krystalicka latka bilé az Zlutavé bilé barvy, nehygrosko-
picka.

Teplota tani 155-157 °C

Zdroje: https://crs.edqm.eu/, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Obr. 12: Strukturni vzorec ivermectinu

Synonymem pro abamectin je ndzev avermectin B1. 2 Chemick4 struktura je zobrazena
na obrazku ¢. 13. Mechanicky ucinek abamectinu je stejny jako u ivermectinu. Abamectin se
mimo jiné v Ceské republice pouZiva jako souédst piipravku VERTIMEC 1,8 EC k ochrané

rostlin. 2!

Zhttp://www.inchem.org/
2T http://www.syngenta.com/global/corporate/en/Pages/home.aspx
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Tab. 7: Chemické vlastnosti abamectinu

Generické nazvy | Avermectin B1, MK-936

Sumarni vzorec CusH72014

Moléarni hmotnost | 873,07688 g/mol

Rozpustnost Prakticky nerozpustny ve vodé, rozpustny v methanolu,

acetonu nebo isopropanolu.

Vzhled latky Bily az zluty prasek.

Teplota tani 150-155°C

Zdroje: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/, https://www.alfa.com/en/
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Obr. 13: Strukturni vzorec abamectinu

3.5.5 Dalsi pouzivana antihelmintika

V soucasné dobé neni mnoho pouZzivanych antihelmintik a vétSina z nich je na trhu jizZ néko-
lik let. Priklady antihelmintik vyuZivanych v humanni mediciné jsou uvedeny v tabulce €. 8.

[20]

31



Tab. 8: Ptiklady dalsich antihelmintik pouZivanych pro 1é¢bu clovéka

Lék Onemocnéni

Trichlorfon Schistosomdza

Antimonial Schistosomdza
Oxamniquine Schistosomoéza

Niclosamid Cestodoza

Closantel Fasciol6za, strevni Skrkavky
Dietylkarbamazin | Filaridza

Suramin Filari6za

Tabulka upravena a prevzata z [20].

Vzhledem k tomu, Ze existuji pfipady, kdy se latka piivodné urcend pro veterinarni uziti
schvdlila i pro 1é¢bu Cloveka, jsou v tabulce ¢. 9 zminény vybrané latky. Piikladem latky
schvélené pro veterindrni uZiti, kterd v dohledné dobé mozna zacne byt vyuzivana i pro 1écbu
¢lovéka, je emodepside. Ten je momentélné v prvni fazi klinickych testd. 2> Uvedeny jsou
i antihelmintika pisobici proti dal§im vnitinim parazitim, jako jsou napiiklad tasemnice
(onemocnéni cestodéza). PonévadZ chybi experimentdlni data k efektivnosti dané latky na
hlistice, a vime, Ze jiné latky plisobi na tasemnice i hlistice zaroven, je tfeba tyto latky vnimat

jako potencidlni kandidaty na novy lék. [21]

Tab. 9: Vybrand antihelmintika schvalena pro veterinarn{ uZiti

Nazev 1éku Uéinna latka | Nemoc

Panacur Singles | Fenbendazol | Trichuriéza

Lopatol Nitroscanat Ankylostoméza

Cestex Epsiprantel Cestoddza

ProHeart6 Moxidectin Ankylostomoza, dirofilariéza
Revolution Selamectin Cestodoza, dirofilariéza

Tabulka upravena a prevzata z [21].

2https://clinicaltrials.gov
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3.6 Rezistence

K pouZivanym antihelmintickym latkdm se u hlistic Casem vyvinula rezistence. O rezistenci
mluvime tehdy, kdyZ se v populaci vyskytuje vétsi mnozstvi jedinct, ktefi jsou tolerantni
k davce dané slouceniny, kterd ale v jiné populaci stejného druhu zptsobuje fyziologické

zmény. [22]

3.6.1 Mechanismy rezistence u nejcastéji pouzivanych antihelmintik

Mechanismy rezistence se ¢asto studuji na C. elegans. Diivodem je snadné péstovani v labo-
ratornich podminkach. Nervova soustava C. elegans a kliCové sloZeni cytoskeletu je podobné
parazitickym hlisticim, tudiZ mechanismus piisobeni latek a mechanismus rezistence jsou s
nejveétsi pravdépodobnosti podobné. [20]

V nervovém systému C. elegans se nachdzeji acetylcholinové receptory, situované na po-
stsynaptické membrané nervovych bunék. Hlavnim neurotransmiterem u C. elegans je ace-
tylcholin, ktery se vdZe na tyto receptory a tim je aktivuje. Tento nervovy prenos se uplatiiuje
napiiklad pfi pohybu hlistic, pfijimani potravy nebo kladeni vajec. [23]

Rezistence hlistli konkrétné k levamisolu je pravdépodobné zplisobena zmé€nami v cho-
linergnich receptorech. Mezi agonisty, coZ jsou latky plisobici stejné jako acetylcholin, pati{
nikotin nebo levamisol. Mutanti C. elegans, ktefi jsou rezistentni vii¢i levamisolu, maji po-
zménéné acetylcholinové receptory a neinteraguji tedy s cholinergnimi agonisty. [14, 24, 25]
Rezistence k levamisolu se projevuje nepritomnosti hyperkontrakce svaloviny. Bylo zjiSténo,
Ze rezistentni alely ovliviiuji neurotransmisi zménou nikotinovych acetycholinovych recep-
tord. Mechanismus tc¢inku je stejny u parazitickych hlistic tak jako i u C. elegans.[15]

Levamisol je na seznamu zakladnich 1é¢iv WHO. Pokud by se toto 1é¢ivo pouzivalo sou-
casné s benzimidazoly, pfedstavovalo by to vyhodu v oddéleni ndstupu rezistence. Tato kom-
binace by také icinkovala na vice skupin hlistic nez v piipadé pouziti samotného levamisolu.[9]

Rezistence je zaznamendna i u jinych skupin pouzivanych antihelmintik. Jak jiz bylo
zminéno, benzimidazoly maji schopnost negativné ovlivnit cytoskelet prostiednictvim inter-
akce s [J-tubulinem a tim jsou poté naruSeny procesy, ve kterych je zapotfebi funkce inte-
gralnich mikrotubuld.[20] Rezistence C. elegans k benzimidazolim je zplisobena mutaci v

genu ben-1, ktery kéduje S-tubulin. [12]
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K rezistenci k ivermectinu mizZe dojit hned nékolika zplisoby. Mohou za ni naptiklad
nékteré P-glykoproteiny, které v buiice zastavaji funkci membranovych transportért, které
jsou vSeobecné zodpovédné za prendSeni xenobiotik ven z burky. [26] Dal$i mozZnosti je
vyskyt rezistentnich mutantli, majicich mutace v genech, které ve vétSiné pripadi kéduji
podjednotky glutamatem fizenych chloridovych kandlii. Mezi né patii napfiklad geny glc-1,
avr-14 a avr-15. Mutace v jinych genech mohou napiiklad ménit permeabilitu membrén, a to
miZe mit za nasledek podporu rezistence.

U levamisolu byl ve vétSiné piipadii objeven stejny mechanismus rezistence jak u C.
elegans, tak u parazitickych hlistic. Mechanismus rezistence parazitickych hlistic na iver-
mectin jeSt€ neni Uplné€ znam, ale z prvotnich dat vyplyvd, Ze mechanismus u C. elegans je

pravdépodobné odlisny. [20]

3.6.2 Dusledky rezistence

Na farmach je velkym problémem vzristajici rezistence u paraziti hospodaiskych zvitat.
Vzhledem k vysokym thyndm byla vySe zminéna antihelmintika po dobu nékolika let in-
tenzivné vyuZzivana. To vedlo k rozsifeni rezistence po celé Zemi. Vysokd mira odolnosti k
antihelmintikim je hldsena v Evropé, Severni a Jizni Americe, Africe a Australii.[18]

Konkrétnim pfipadem, ktery nazorn€ demonstruje problém se vznikem a rychlym Sifenim
rezistence, je pouZiti monepantelu na Novém Zélandé, kde se rezistence objevila jiz do dvou
let od prvniho pouziti. Na doty¢né farmé byl monepantel pouZit ke kontrole hlistic u ovci a
koz. Tento 1ék prestal byt Gcinny proti dvéma druhtim hlistice (Teladorsagia circumcincta a
Trichostrongylus colubriformis) a to hned u dvou riznych hostiteld. [27]

Rezistence se da omezit stifiddnim 1€kt nebo jejich rliznou kombinaci. Je vSak tfeba i
vyvijet nova 1éCiva, jejichz mechanismus ucinku se liSi od jiz existujicich latek. Hledani
potencialnich kandidati na nové antihelmintikum je cilem této prace praveé kvili zadvaznosti

situace, kterd ze stoupajici rezistence vyplyva.
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3.7 Rostlinna vyroba

I kdyzZ je tato prace vénovana predevsim parazitiim a 1écbé ¢lovéka (respektivé jinych savct),
parazitické hlistice jsou obrovskym problémem i v rostlinné vyrobé. Rostliny jsou nejcastéji
napadény hadatky. V Ceské republice se vyskytuje napiiklad had’atko fepné (Heterodera
schachtii), které je rozsitené po celé Evropé. Larvy had’ atka Ziji v pidé a napadaji zde koteny
hostitelskych rostlin, mezi které patii brukvovité a merlikovité rostliny. To zptisobuje snizen{
vynosu a z toho vyplyvajici zeméd&lské skody.??

Howard J. Atkinson odhaduje ve svém ¢ldnku z roku 2012 svétové Skody na 118 miliard
dolard ro¢né. Clanek pojednavi také o potencidlu transgennich rostlin pfi kontrole napadeni
had’atky a tedy i prevenci vzniku jimi zptisobovanych $kod v zemédélstvi. [28]

Problém s parazitickymi hlisticemi maji zejména chudé staty. Ztraty zapri¢inéné hlisti-
cemi se odhaduji primérné na 12 %. Napadené rostliny vadnou nebo jim Zloutnou listy, na

kofenech vznikaji hdlky anebo léze. [29]

Obr. 14: Cukrova fepa napadend parazitem

Obrazek prevzat z: http://www.liz-online.de/startseite.html

Bhttp://www.agroatlas.ru/
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3.8 Caenorhabditis elegans jako modelovy organismus

Caenorhabditis elegans, Cesky had atko obecné, je neparazitujici ptidni hlistice nachéazejici
se béZné v kompostu a ptide, kde se Zivi bakteriemi. V populaci se nechazeji hermafroditi a
jedinci samciho pohlavi. Frekvence V}’/skytu samcu se pohybuje pod 0,2%. T¢€lo dospélého
a 1031 bunék pokud se jedna o samce. [30]

Hermafroditi produkuji sam¢i i samici pohlavni buiiky a mohou se sami oplodnit. Vy-
vojovy cyklus za vhodnych podminek (20°C) trva 3 dny a je zndzornény na obrazku ¢. 15.
Cyklus zahrnuje 4 larvélni stddia oznacovand L1 azZ L4. Dospélec za laboratornich podminek
(20°C) zije primérn€ 15-20 dnti a je schopny naklast za svij zivot az 300 vajicek. V pfirode,

kde nejsou optimélni podminky, se hlistice pfirozen¢ doZivaji méné. [31]

N
‘Dauer larva

Obr. 15: Vyvojovy cyklus Caenorhabditis elegans

Obrazek prevzat a upraven z: http://www.wormbook.org/
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Provadéni screeningu latek na parazitickych hlisticich je obtiZzné, protoZe parazitické
hlistice potfebuji k dokonceni svého cyklu hostitele a to komplikuje péstovani v kultufe za
laboratornich podminek. [15] U nékterych parazitti 1ze v laboratofi péstovat urcita vyvojova
stadia, nicméné z tohoto dlivodu plyne omezeni pfi hleddni aktivnich sloucenin na ty, které
imobilizuji nebo zabijeji Cervy v urcité Zivotni fazi. [32]

C. elegans je z fylogenetického hlediska blizka parazitickym hlisticim, a tak je mozné,
ze latka pusobici na C. elegans bude mit stejny efekt i na parazitické hlistice. Ackoliv C.
elegans neni sama parazitujici hlistici, mizZe byt pouZita pro screening novych 1é¢iv a po-
skytnout informace o mechanismech rezistence k antihelmintikim. V nékterych piipadech
se vSak ke screeningu mohou pouzit i parazitické hlistice. Pfikladem miZe byt Toxocara
canis (Skrkavka psi) [33], nebo Ancylostoma ceylanicum [34], patfici mezi méchovce.

C. elegans md mnoho uZiteCnych vlastnosti. Na rozdil od parazitujicich hlistic, které
bychom museli extrahovat z nakaZenych zvitat, se d4 C. elegans péstovat na Petriho miskach
v laboratornich podminkéch. JelikozZ je jeji Zivotni cyklus kratky, ziskdme velké experimen-
talni populace.

Mezi vyhody C. elegans jako modelového organismu patii také znalost celého genomu a
jeho snadné klonovéni. Déle je C. elegans opticky transparentni, proto mohou byt za pomoci
mikroskopu pozorovény rtizné struktury, které se mohou piipadné i barvit. [15] Pfednosti
tohoto modelového organismu je i samotnd Udrzba v laboratofi. Hlistice se daji zamrazit
pro budouci pouZiti, a to v kapalném dusiku pfi -196 °C po neomezené dlouhou dobu. Pro
védecké pracovniky je k dispozici vice nez 3 000 mutantnich kment, které se daji objednat ze
specidlnich center. Tato skutecnost déla C. elegans jeste atraktivnéjSim modelem. C. elegans
v nékterych piipadech nevadi ani kontaminace, kterou lze navic ve vétSiné situacich snadno
odstranit. [35]

Pfikladem, ukazujicim vhodnost tohoto modelového organismu, miize byt napiiklad po-
dobnost iontovych kandli u Haemonchus contortus a C. elegans. H. contortus, Cesky vla-
sovka slezov4, je parazit prezvykavci, ktery reaguje na vSechna hlavni antihelmintika. [36]

Pri zkoumani rezistence je v nékterych pfipadech pouziti C. elegans vhodné, v jinych
nereflektuje presné mechanismus ptisobeni u parazitickych hlistic. Je to dané napiiklad tim,
Ze na hlistice péstované v laboratornich podminkach neni vyvinut skoro Zadny selektivni tlak.

Nékteré mutace vedouci k rezistenci maji i dalsi efekty, které mohou byt pro hlistici Skodlivé.

37



Mezi né patii naptiklad neschopnost normélniho pohybu. Takovy jedinec by pravdépodobné
mimo laborator nepieZil, zatimco v umélych podminkach mizZe prosperovat. [15]
Zavérem lze fici, Ze pro hleddni novych litek s nematocidni aktivitou pomoci moleku-

larné genetickych metod, je C. elegans velmi vhodnym modelovym organismem. [20]

3.9 Screening latek na Caenorhabditis elegans

Pfi screeningu latek se vyhodnocuje toxicita testovanych substanci. Toxicita se projevuje
schopnosti hlistice za urCitou casovou jednotku v dané latce preZzit i nikoli. Kromé smrti,
ktera je dilezitym parametrem, se dd hodnotit i rychlost a koordinovanost pohybu, poruchy
vyvoje nebo mnozZstvi vyprodukovaného potomstva. Vyhodnocovani miZe probihat manu-
alné, kdy se pocitaji zivé hlistice, ptipadné se vyhodnocuje jejich pohyb. Za fyziologickych
podminek je pohyb vlnivy, dopfedu nebo dozadu a reaguje na vnéjs$i podnéty. V tekutém
médiu se sleduje pocet ohybt hlistice za urCity Cas. Pfi péstovani na agaru se sleduje draha,
kterou hlistice urazi za jednotku Casu.[31]

MnoZstvi potomki se dd vyhodnotit manudlnim pocitanim pod mikroskopem, nebo 1épe
pomoci chitindzového testu. Tento test je zaloZzeny na skuteCnosti, Ze obal vajicek obsahuje
chitin. Pfi lihnuti embrya produkuji chitindzu, coZ je enzym, ktery je schopny vaje¢ny obal
rozlozit. Pfi tomto procesu se ¢ast enzymu dostava i do kultivatniho média. Pro stanoveni
enzymatické aktivity se pouZzivaji fluorogenni substraty. Pokud je testovana latka toxicka a
negativné ovliviiuje produkci vajicek, bude pozorovéna nizsi aktivita chitinazy.[37]

Kromé manudlniho vyhodnocovéni je moZzné také automatickd mikroskopie a ndsledna
analyza obrazu. V roce 2007 predstavili autofi G.D. Tsibidis a N. Tavernarakis software je-
hoz algoritmus pojmenovali Nemo. Tento program je schopny kvantitativné zpracovat velké
mnozstvi dat s vysokou presnosti. SlouZzi k analyze a vyhodnoceni nejen smrti, paralyzy ale i
dalsich vyse zminénych faktord, jako je napriklad pohyb nebo vyvoj. Toto je pouze ilustracni
piiklad jednoho z nékolika existujicich algoritmii. [38]

Smrt hlistic se da detekovat také pouzitim zeleného fluorescencniho barviva SYTOX
Green. Toto barvivo je schopné interkalace do DNA. Pfi smrti hlistice se membrany bunck
stanou propustnéjsi a barvivo pronikne dovnitf ¢imz se hlistice selektivné nabarvi. Intenzitu
tohoto zbarveni 1ze detekovat pomoci fluorescencnich detek¢nich metod. Smrt hlistic 1ze vy-

hodnocovat manudlné ve fluorescenénim mikroskopu, v pfipadé pouhé paralyzy by ale tato
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metoda nebyla G¢innd. Viabilitu populaci nabarvenych pomoci SYTOX green je moZné vy-
hodnocovat také na fluorimetru. [39] Pro tuto metodu je vSak potfeba, aby byly populace
C. elegans ve vSech jamkach konstatni. Je tedy vhodné experimenty pripravovat za pomoci
sorteru, ktery je uzplisoben ke tfidéni velkych objekt. Oproti manudlnimu pocitani je tato
metoda vyrazné rychlejsi, objektivnéjsi a méné pracnd, nicméné vyzaduje ndkladné vyba-
veni.

V nékterych situacich je mozné také vyuzit reportérové linie. Takovéto linie umoznuji
zkoumat expresi studovaného genu, nejcastéji tak, Ze je produkt daného genu, pfipadné né-
kterého jeho podfizeného genu, znaCen zelenym fluorescenénim proteinem. Tyto linie se
vyuZzivaji naptiklad pti hledédni latky, kterd by indukovala nebo inaktivovala urcity gen, ktery
je dulezity pro toxicitu nebo rezistenci. Stanoveni lze opét provést pomoci fluorescencniho
mikroskopu, fluorimetru nebo pripadné pouzit pritokovy cytometr COPAS Biosort. Nevy-
hodou pouziti reportérovych linif jsou zvysené financni ndklady.[40]

K vyhodnocovani toxicity nebo paralyzy hlistic na pevném médiu by se mohla pouZzit
analyza fotografii pofizenych na skeneru pomoci metody, jakou je naptiklad wormscan. Tato
metoda spociva v porizeni nékolika za sebou jdoucich snimkt misek s nasazenymi hlisti-
cemi. Jednotlivé skeny se poté proloZi a software pomoci nastavenych algoritmi vyhodnoti
mobilitu. Vyhodou jsou nizké ndklady a snadnd instalace. [41] Na stejném principu jako
wormscan funguje také lifespan machine, skenovani je ale automatizovédno, tedy bez nut-
nosti zdsahu obsluhy. [42] Pfi automatickém skenovani agarovych misek s C. elegans [43] se
ale i pfes vyborny algoritmus nevyhneme chybam. Tyto algoritmy jsou nichylné k vykyvim
kvality obrazu napf. pfi nerovnomérném osvétleni misek pfi skenovani.[32] Proto je v praxi
vzdy potfeba parametry upravit a zoptimalizovat pro dané podminky a moZnosti laboratore.
Mezi dalsi nevyhody téchto metod patii vétsi spotieba latek nebo nemoZznost manipulace s

miskami, se kterymi se nesmi béhem skenovéni hybat.[42]

39



4 Material

Vsechna média byla pripravena v souladu se zdrojem [44] nebo podle internetového zdroje

24, Pokud neni uvedeno jinak, byla skladovana pfi pokojové teploté.

4.1 Material

1. Caenorhabditis elegans linie BA17 fem-1(hc17) Tato linie je citliva na teplotu. Teplota
25°C zpusobuje sterilitu hlistic a zabranuje tak jejich mnoZeni. Proto jsou vhodné na

experimenty, pfi kterych se vyhodnocuje preziti jedincu. [45]

2. Linie bakterii Escherichia coli OP50 Tato linie je diky mutaci uracil autotrofni, zabra-
fuje tedy mnoZeni v médiu chudém na uracil. Tim se predejde pfemnoZeni bakterii,

které by mohlo ovlivnit experiment nebo samotné hlistice.

C. elegans i E. coli byly zakoupeny z Caenorhabditis Genetics Center (CGC).?

4.2 Média

LB médium:
e frypton
e kvasnicovy extrakt
e NaCl
e deionizovand voda

pH média 7,5.

Zhttp://www.wormbook.org/
Zhttp://cbs.umn.edu/
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S-zakladni médium:
e NaCl
[ KH2P04 (1M, pH 6)

e deionizovana voda

S-kompletni médium:

e piedem pripravené S-zakladni médium
e citrat draselny

e roztok stopovych prvki

e CaCl,

e MgSO,

Skladovani ve tme.

Citrat draselny:

e citrat tridraselny

e kyselina citronovd monohydrat
e deionizovand voda

pH upraveno na 6,0 pomoci KOH.
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Roztok stopovych prvki:

e Na,EDTA

FeSO4e 7H;0

MnCl; e 4H,0

ZHSO4 [ 7H20

CuSO,

deionizovana voda

Skladovani ve tme.

NGM médium:

e NaCl

e pepton

e agar

e deionizovand voda
e CaCl,

e cholesterol

e MgSO,

e K3PO, pufr
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M9 pufr:

[ NagHPO4

KH,PO,

NaCl

MgSO,e7 H,O

e deionizovana voda

Agar, Na,EDTA a citrat tridraselny zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, kvasnicovy ex-
trakt od Merck, cholesterol byl pofizen od Calbiochem. Pepton a trypton koupeny od spo-

lecnosti Fluka. VSechny ostatni chemikélie byly zakoupeny na www.lach-ner.com.

4.3 Testované latky

Byly testovany tyto ptirodni cytokininy:

Kinetin, kinetin ribosid, isopentenyl adenin, isopentenyl adenin ribosid, ortho-topolin,
ortho-topolin ribosid, meta-topolin, meta-topolin ribosid, para-topolin, para-topolin ribosid,
benzylaminopurin, benzylaminopurin ribosid, trans- zeatin, trans-zeatin ribosid, cis-zeatin,

cis-zeatin ribosid, 2-hydroxy-3-methoxy benzylaminopurin ribosid.

Dile byly testovany latky, které maji v databdzi LRR nésledujici ¢isla:

1, 164, 221, 281, 284, 408, 464, 600, 647, 751, 770, 771, 778, 785, 797, 859, 882, 889,
893, 938, 993, 1000, 1006, 1016, 1018, 1024, 1080, 1099, 1136, 1145, 1147, 1149, 1170,
1174, 1202, 1211, 1282, 1283, 1293, 1348, 1349, 1406, 1421, 1431, 1433, 1439, 1441, 1454,
1458, 1477, 1478, 1524, 1529, 1537, 1542, 1543, 1561, 1569, 1571, 1576, 1592, 1627, 1645,
1653, 1656, 1657, 1671, 1674, 1692, 1697, 1700, 1729, 1733, 1734, 1744, 1748, 1824, 1826,
1854, 1862, 1866, 1871, 1888, 1892, 1902, 1903, 1914, 1946, 1947, 1948, 1954, 1955, 1961,
1961, 1980, 1990, 1991, 1993, 1995, 1999, 2004, 2006, 2007, 2009, 2010, 2027, 2030, 2041,
2044, 2058, 2095, 2100, 2119, 2141, 2143, 2177, 2178, 2179, 2184, 2196, 2201, 2226, 2230,
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2232,2255, 2257, 2267, 2268, 2291, 2320, 2324, 2344, 2353, 2358, 2359, 2360, 2381, 2393,
2395, 2404, 2405, 2414, 2419, 2420, 2422, 2440, 2441, 2477, 2478, 2479, 2485, 2487, 2488,
2490, 2491, 2493, 2517, 2519, 2525, 2529, 2532, 2544, 2551, 2555, 2556, 2562, 2564, 2581,
2586, 2587, 2591, 2595, 2596, 2606, 2618, 2619, 2621, 2624, 2631, 2634, 2636, 2637, 2645,
2653,2666, 2671, 2673, 2706, 2707, 2708, 2733, 2734, 2736, 2768, 2770, 2777, 2824, 2833,
2840, 2854, 2860, 2864, 2866, 2869, 2871, 2881, 2893, 2910, 2912, 2915, 2927, 2944, 2946,
2970, 2971, 2978, 2979, 2989, 3003, 3048, 3058, 3059, 3060, 3062, 3066, 3068, 3085, 3091,
3107,3114, 3121, 3150, 3162, 3184, 3196, 3223, 3228, 3235, 3259, 3262, 3266, 3270, 3274,
3277, 3289, 3298, 3302, 3349, 3364, 3366, 3369, 3383, 3386, 3388, 3396, 3411, 3424, 3428,
3429, 3434, 3443, 3467, 3475, 3480, 3487, 3493, 3517, 3525, 3538, 3543, 3546, 3556, 3557,
3560, 3561, 3586, 3595, 3596, 3598, 3604, 3607, 3625, 3631, 3699, 3702, 3714, 3715, 3717,
3721, 3726, 3738, 3741, 3744, 3762, 3764, 3777, 3779, 3781, 3801, 3802, 3807, 3809, 3814,
3820, 3823, 3840, 3842, 3843, 3911, 3916, 3931, 3934, 3942, 3943, 3946, 3953, 3969, 3970,
3972, 3983, 3990, 3992, 3997, 4004, 4013, 4015, 4024, 4039, 4042, 4104, 4123, 4125, 4134,
4154,4164,4172,4179,4181, 4184, 4189, 4197, 4214, 4228, 4229, 4233, 4248, 4249, 4258,
4267,4272,4371, 4379, 4386, 4403, 4443, 4469, 4603, 4604, 4606, 4607, 4616, 4624, 4629,
4630, 4633, 4643, 4655, 4676, 4678, 4684, 4696, 4729, 4759, 4773, 4817, 4839, 4889, 4905,
4925, 4939, 4958, 5006, 5053, 5077, 5082, 5137, 5187, 5201, 5210, 5249, 5259, 5303

Testované latky byly z knihovny LRR vybrany tak, aby reprezentovaly strukturni varia-
bilitu v knihovné obsazenou. Pro kazdou z vice nez 5000 latek byl vypocten jeji strukturni
fingerprint (varianta kli¢i MACCS). Fingerprinty potom byly pouZity k vypoctu matice po-
dobnosti, jako metrika slouZilo Tanimotovo skdre. Tato matice pak byla pouZita pro shluko-
vou analyzu. Z kazdého z klastrd byl vybrén jeden zastupce.

VSechny latky byly rozpuStény v dimethylsulfoxidu (DMSO). U nékterych testovanych
latek se dlouhodobé skladovani v lednici ukédzalo jako problém. V zdsobnich roztocich vznikly
krystaly. Tyto roztoky byly zvortexovédny a sonifikovany. Pokud se krystaly nerozpustily, Cas
sonifikace se dvojndsobné prodlouZzil. Pokud tento postup nebyl uspésny, latky se zahiivaly
na 50 °C, pripadné 70 °C. V pfipadé pretrvavani krystald i po 5 minutdch v termoboxu se

zasobni roztok dané latky pfipravil znovu.
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S Metody

5.1

1.

10.

Priprava bakteridlni suspenze Escherichia coli

Bylo pfipraveno sterilni LB médium do 0,5 1 zdsobni lahve.

. Na Petriho misce s LB médiem byl proveden kiiZovy roztér bakterii Escherichia coli

OP50.

. Po kultivaci pii 37 °C pres noc byla z misky odebrana jedna kolonie, kterou bylo

nasledné naockovéno jiz pripravené sterilni LB médium.

Suspenze byla pfes noc umisténa na tiepaci inkubéator v 37 °C.

. Takto pfipravena bakteridlni suspenze v LB médiu byla rozpipetovana do pfedem zva-

Zenych centrifugacnich zkumavek s objemem 50 ml.

. Zkumavky byly stoCeny v centrifuze pii 3000 G, 20 °C po dobu 15 minut.

Supernatant byl odstranén a pelet byl dvakrat omyt pomoci sterilni demineralizované

vody.

. Oteviené zkumavky byly ponechany v laminarnim boxu, aby zbyla tekutina vyschla.

. Zkumavky byly zvdZeny a jednotlivé pelety byly rozsuspendovany v S-kompletnim

médiu tak, aby vysledna koncentrace bakterii byla 60 mg/ml.

Suspenze byla skladovéana v lednici ne déle nez 14 dnii.
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5.2

5.3

54

Sklizeni had’atek z misek

. Svételnym mikroskopem byla zkontrolovana Zivotaschopnost had’atek na pfedem pfi-

pravenych agarovych miskach.

. Ve sterilnim boxu byly na jednotlivé misky napipetovany 3 ml SC média a pomoci

pipetoru sklizeny do Cisté zkumavky.

. K objemu 9,5 ml této suspenze bylo pfidano 0,5 ml bakterii E. coli OP50 v SC médiu

s koncentraci 60 mg/ml.

Priprava testovanych latek

. VSechny testované latky byly ponechdny 10 minut v ultrazvukové lazni.
. Poté byla pfipravena redici deska.
. Do prvniho sloupce 96-jamkové desticky bylo napipetovano SC médium.

. Do jamek byly napipetovdny takové objemy jednotlivych testovanych latek, aby vy-

sledna koncentrace v prvnim sloupci fedici desky byla 100 gmol.

. Do druhého sloupce desticky bylo napipetovdano SC médium a z prvniho sloupce pie-

nesen takovy objem, aby vysledna koncentrace v druhém sloupci fedici desky byla 4

pmol, ¢imz byly latky 25x naredény.

. Opét se pracovalo v prostfedi sterilniho boxu.

Nasazeni had’atek na desku

. Ve sterilnim boxu bylo na 96-jamkovou desku napipetovano do kazdé jamky 37,5 ul

suspenze had’ atek.

. Pfed kazdym pipetovanim byla suspenze promichdna, aby had’4tka neklesala ke dnu.
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5.5 Otrava had’atek testovanymi latkami

1. Desticka s nasazenymi had’atky byla ovlivnéna pfipravenymi latkami, obrazek ¢. 16.

2. Po pfidani latek z fedici desky se koncentrace jeSté 4x nafedila na findlni koncentrace

25pumol a 1pmol.
3. Jednotlivé koncentrace byly pipetovany v triplikétu.
4. Na kazdou desku byl pouzit levamisol a ivermectin jako pozitivni kontrola.

5. Jamky, do kterych nebyly Zadné latky pifidany a jamky s DMSO byly pouZity jako
negativni kontrola. DMSO je rozpoustédlo pouzivané pro pfipravu testovacich roztokd

a pridavalo se ve stejném objemu pro vylouceni jeho vlivu na hlistice.

6. Ovlivnénd desticka byla zalepena f6lif zabranujici odparu tekutiny z jamek a ze steril-

niho boxu umisténa do inkubdtoru pfi 15 °C.

o

Obr. 16: Schéma znazornujici 96-jamkovou desticku a distribuci jednotlivych latek v koncentra-

cich 25 pmol a 1 pmol, kromé kontroly a DMSO.
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5.6 Ovéreni aktivity latek na Caenorhabditis elegans

1. Had’atka byla kontrolovadna pod svételnym mikroskopem (Olympus IX51). po 1 ho-

diné a po 24 hodinach po ovlivnéni. Pouzité zvétSeni bylo 100x.

2. Hodnotilo se priblizné procentudlni zastoupeni mrtvych a Zivych hlistic na zdkladé

jejich pohyblivosti a paralyzy téla.

3. Populaci v kazdé jamce bylo prifzeno skére od jedné do péti, viz. tabulka €. 10.

Tab. 10: Procentudlni vymezeni hodnoticich skupin

Mnozstvi mrtvych cerva | Skore
0 % 1
pod 50 % 2
cca 50 % 3
nad 50 % 4
100 % 5
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6 Vysledky

6.0.1 Optimalizace metodiky a vybér pozitivnich kontrol

Pred zacatkem samotného experimentu byla provedena optimalizace a vybér pozitivni kon-
troly. Pro testovani byly vybrany tyto latky: pyrantel, abamectin, levamisol, ivermectin a
mebendazol. Hlistice C. elegans byly ovlivnény podle postupu uvedeného v metodéich, v
koncentracich 25 pymol a 1 pgmol. Byly vyhodnocovany populace celkem v 6-ti jamkéach.
Had’ atka nebyla vékoveé synchronizovana, v populaci tedy byli zastoupeni dospélci i vSechny
druhy larev. Bylo tedy mozné sledovat piipadny selektivni vliv pouze na nékteré vyvojové
stddium. Pokus byl proveden dvakrét a po 1 a 24 hodinéch byl vliv jednotlivych antihelmintik

vyhodnocen. Vysledky pokust jsou uvedeny v tabulkach ¢. 11 - 14.

Tab. 11: Vyhodnoceni vlivu pozitivnich kontrol po 1 hodiné od ovlivnéni

Testovana latka Skore

Kontrola 2 2 1 1 1 1
DMSO 1 2 1 1 1 1

Abamectin 5 55 5 5 5
Pyrantel 2 2 2 2 2 2
Ivermectin S 5 5 3 4 3
Levamisol 2 2 3 2 2 2
Mebendazol 2 2 2 2 2 2
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Tab. 12: Vyhodnoceni vlivu pozitivnich kontrol po 24 hodinach od ovlivnéni

Testovana latka

Skore

Kontrola

DMSO

Abamectin
Pyrantel
Ivermectin
Levamisol

Mebendazol

25 ymol 1 pmol
5 55 5 5 5
2 2 2 2 2 2
55 5 5 5 5
4 4 4 2 2 2
2 2 2 2 2 2

Tab. 13: Vyhodnoceni vlivu pozitivnich kontrol po 1 hodiné od ovlivnéni

Testovana latka Skoére

Kontrola 2 2 2 2 1 1
DMSO 2 1 2 2 2 2

25 ymol 1 pmol
Abamectin 5 4 5 5 5 5
Pyrantel 2 2 3 3 3 3
Ivermectin 4 4 5 5 5 4
Levamisol 3 2 2 3 3 3
Mebendazol 3 3 3 3 3 3
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Tab. 14: Vyhodnoceni vlivu pozitivnich kontrol po 24 hodinach od ovlivnéni

Testovana latka Skore
Kontrola 2 2 2 2 2 2
DMSO 2 1 2 2 2 2

25 ymol 1 pmol

Abamectin S 5 5 5 5 5
Pyrantel 33 3 3 3 3
Ivermectin 5 5 5 5 5 5
Levamisol 4 4 4 3 4 3
Mebendazol 3 3 3 3 3 3

V kontrolnich neovlivnénych jamkach hlistice vykazovaly normalni pohyb a bylo pozo-
rovano pumpovani pharynxu. U hlistic ovlivnénych DMSO taktéZ nebyl zaznamendn jaky-

koli efekt latky.

Obr. 17: Kontrola
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Obr. 18: DMSO

Efekt mebendazolu se na hlisticich viditelné neprojevil a nebyl selektivni pro urcité vy-
vojové stddium. Slaby vliv byl zaznamendm pouze ve vyS$si koncentraci. Hlistice se pohy-
bovaly pouze mirné rozdilné od kontroly. Proto jsme se rozhodli mebendazol jako pozitivni
kontrolu nezvolit. Mohl by byt vhodny v experimentech na reproduk¢ni toxicitu, protoze dle

literatury [15] se jeho efekt projevuje zejména v dalSich generacich.

Obr. 19: Mebendazol (1 umol) Obr. 20: Mebendazol (25 pmol)

Mnohem vyrazné€jsi svalové kontrakce byly zaznamendny u hlistic ovlivnénych levami-
solem. Byla zde mensi pohyblivost neZ u hlistic ovlivnénych pyrantelem. Ve vysSich koncen-

tracich byly zaznamendny silné zaSkuby a stoceni téla a po 24 hodindch byla zaznamenana
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umrtnost u Casti populace. MnoZstvi uhynulych Cervi bylo zavislé na ddavce levamisolu.
Latka pusobila stejné na vSechna vyvojova stadia. Z toho jsme usoudili, Ze levamisol bude
vhodny jako pozitivni kontrola.

V prvotnich optimaliza¢nich experimentech (provedenych vedouci prace), kde byly latky
testovany i ve vys$ich koncentracich, byla u hlistic vystavenych 100 pmol pyrantelu pozoro-
vana dmrtnost, paralyza a zaSkuby téla podobné jako u levamisolu. V niZSich koncentracich,
které byly vybrany pro nasledujici experimenty, vSak pyrantel ptisobil pouze slabé ve vyssi
koncentraci 25 pmol a zména pohybu oproti kontrole nebyla vyznamna. Proto byl jako za-

stupce této chemické skupiny upfednostnén levamisol.

Obr. 21: Levamisol (1 pgmol) Obr. 22: Levamisol (25 pmol)

Obr. 23: Pyrantel (1 pmol) Obr. 24: Pyrantel (25 pmol)
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Ivermectin a abamectin i¢inkovaly velmi podobné. T€la ovlivnénych hlistic byla jiZ po
hodiné viditelné nataZend a nevykazovala Zddny pohyb. Nebylo pozorovano ani pumpovani
pharynxu. Tyto latky byly ze vSech testovanych jednoznacné nejtoxictéjsi. Efekt byl stejny u
vSech vyvojovych stadii. Tyto projevy byly zaznamendny u obou testovanych litek a v obou
koncentracich. Obé tyto latky by byly vhodnou pozitivni kontrolou. V naSich experimentech

jsme pouzili ivermectin, protoZe je Castéji vyuZzivany a financné dostupné;jsi.

Obr. 25: Abamectin (1 umol) Obr. 26: Abamectin (25 pmol)

Obr. 27: Ivermectin (1 gmol) Obr. 28: Ivermectin (25 pmol)

Vsechny zdbéry jsou potfizeny 24 hodin po otravé, fotoaparitem SONY DSC WX-300

pfi zvétSeni 100x ve svételném mikroskopu Olympus IX51.
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6.0.2 AKutni toxicita vybranych rostlinnych hormonu pro Caenorhabditis elegans

Testovala se chemicka knihovna LRR, ve které dominovaly derivaty cytokinind purinového
typu. Tyto latky byly vybrény, protoze diivejsi vyzkum ukdzal, Ze n€které z nich, napiiklad
cytokininové ribosidy a od benzylaminopurinu odvozené inhibitory cyklin dependentnich
kinéz, jsou toxické pro Zivoc€iSné bunky.[46, 47]

Byla testoviana toxicita piirodnich cytokininii. Otestovan byl kinetin, kinetin ribosid, iso-
pentenyl adenin a jeho ribosid. Déle ortho, meta a para-topolin a jejich ribosidy, benzyla-
minopurin a jeho ribosid, trans a cis-zeatin a jejich ribosidy a 2-hydroxy-3-methoxy benzy-
laminopurin ribosid. Celkem tedy bylo otestovdno 17 pfirodnich cytokinind. Ani u jednoho
nebyl zaznamendn akutni toxicky ucinek.

Z knihovny LRR bylo vybrano a testovano celkem 378 derivatt cytokinini. Ani Zadna z

téchto latek nebyla akutné toxickd pro C. elegans.
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7 Diskuze

C. elegans ma mnoho vyhod, mezi které patii jiz zminovany kratky Zivotni cyklus, znalost
genomu, snadné klonovani anebo optické transparence. Dostupna je celd fada mutantnich li-
nii, véetné té€ch s pozménénou rezistenci k existujicim antihelmintikim. Nicméné tento mo-
delovy organismus prindSi mnohé dalSi podstatné piinosy. Velkou vyhodou pfi objasfovani
mechanismu t¢inku nové nalezenych aktivnich latek a mechanismi rezistence je schopnost
samooplozeni. Diky této schopnosti jsme schopni ziskat geneticky uniformni populaci, ve
které se snadno udrzi poZadovany fenotyp a recesivni mutanty 1ze snadno izolovat.[48] Tato
vlastnost je vyhodnd naptiklad pfi vyuzivdani metod reverzni genetiky, kdy je ndhodné vy-
tvofeny rezistentni mutant snadno namnozen a poté bliZze zkoumdn. [49] Namisto vytvaieni
mutantni populace je mozné vyuzit také RNA interferenci. RNA interference je zptisob ne-
gativni regulace genetické exprese. Princip spociva v interakci zavedenych fragmenti RNA
s mRNA exprimovanych gent. [50]

Na druhou stranu, ackoliv C. elegans ptindsi fadu vyhod, neni parazitickou hlistici, aby
predstavovalo naprosto reprezentativni model. Studované latky tedy mohou v C. elegans
chovat jinak, nez v parazitickych hlisticich. K vysledkiim ze studii provadénych na tomto
organismu je tedy potieba pfistupovat s jistou rezervou.

Cilem této prace bylo otestovat latky, vybrané z chemické knihovny LRR, na akutni
toxicitu na C. elegans. Slo pfevazné o piirodni cytokininy purinového typu a jejich derivity.
Byla zvolena jednoduché a rychld metoda screeningu, ve které se dané latky testovaly ve
dvou koncentracich - 25 pumol a 1 pmol. Ve vyssich koncentracich by u nékterych latek
hrozila precipitace v médiu.

Nekteré latky vykazuji pozitivni aktivitu pouze u urcitého stadia hlistice. Latka ptisobic{
na dospélce nemusi tedy nutné plisobit i na jeho larvalni stddia a naopak.[51] Proto v na-
Sich experimentech byla pouZzita nesynchronizovand populace, zahrnujici jedince v riznych
vyvojovych stidiich, abychom tento efekt mohli pfipadné zaregistrovat.

Test byl proveden na nékolika bézné vyuzivanych antihelminticich ze 3 rGznych chemic-
kych skupin. Zastupce benzimidazoli, mebendazol, nemél v naSich testech zadny vyrazny
efekt. Podle literatury [15] se jeho toxicky vliv na C. elegans projevuje az v dalsi generaci,

tato latka tedy byla pro nase ucely nevhodna. Uplatnéni by vSak mohla najit jako kontrola

56



v experimentech zkoumajicich dlouhodobéjsi toxicitu latek. Ze skupiny imidazothiazola byl
jako pozitivni kontrola pro dal$i experimenty vybran levamisol, ktery ucinkoval v niz§ich
koncentracich nez druhy testovany zéstupce této skupiny, pyrantel. Déle byly testovdny dva
makrocyklické laktony, ivermectin a abamectin. Tyto slouCeniny byly ze vSech testovanych
latek jednozna¢né nejtoxictej$i. Ucinek obou byl podobny, pro dalsi experimenty byl viak
vybran ivermectin, ktery je v praxi castéji vyuzivany a financné dostupnéjsi.

Latky byly rozpusSteny v DMSO a proto se testoval i jeho vliv na hlistice. DMSO v
tomto, ani v Zddném z nésledujicich experimentti, neovlivnilo vyrazné pohyb ani vzhled
hlistic oproti neovlivnéné kontrole. Samo o sobé v pouZzitych koncentracich tedy zddnou
pozorovatelnou toxicitu nevykazuje.

Bylo testovano 17 pfirodnich cytokininii a 378 derivatl vybranych z chemické knihovny
LRR. Cytokininové ribosidy a inhibitory cyklin dependentnich kindz odvozené od benzy-
laminopurinu v drivéjsich studiich vykazovaly toxicitu pro zivoc¢isné bunky. [46, 47] Tato
prace méla za cil prozkoumat, jestli bude podobny toxicky efekt pozorovatelny 1 v C. ele-
gans. To by z latek Cinilo zajimavé kandidaty na nova antihelmintika.

Testované latky byly vybrény tak, aby vysledny soubor co nejlépe postihl strukturni vari-
abilitu v knihovné obsaZenou. K tomuto tcelu byla pouzita shlukova analyza klici MACCS,
jednoho z tzv. strukturnich fingerprintli. Vstupni soubor (N=5500) byl rozdélen do 2 shlukii
a z kazdého byl vybrin jeden reprezentant. Vyznamnou strukturni variabilitu vysledného
souboru odraZi to, Ze latky reprezentuji 157 skelet podle Bemise a Murka.

Litky byly testovany v jednom opakovani. Zadn4 z testovanych latek nebyla pro C. ele-
gans toxicka.

V nedévné studii z roku 2015 bylo otestovéno pies 67 000 litek. Usp&$nost pii nachdzeni
toxickych latek byla 0,4 %. [52] V rdmci této prace bylo otestovano celkem 395 latek. Jedna
se tedy o relativné nizky pocet a pravdépodobnost nalezeni aktivni litky je pomérné mal4.

Latky by se ale mohly déle testovat na reproduk¢ni toxicitu, za pomoci jiZ zmifiovanych
chitindzovych testl. [37] Déle by se mohla vyhodnotit i dlouhodoba toxicita, kterd se proje-
vuje az v dalSich generacich od ovlivnéni.

Jak jiz bylo zminéno v teoretické C4sti této prace, metody pro vyhodnocovéni viability se
stile vyvijeji. Do budoucna by bylo vhodné se zaméfit i na jiné parametry nez na imrtnost,

napiiklad zmény v pohyblivosti.
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Vizudlni hodnoceni je narocné a lidské oko neni schopno zaznamenat drobné zmény v
pohyblivosti hlistice. Navic vyhodnocovani u kazdé hlistice zvIast’ je vyCerpavajici a Casové
narocné. Drobné zmény, které lidské oko nepostrehne, ale mohou naznacovat ucinek dané
latky na svalovy nebo nervovy systém, coZ jsou vhodné cile pro nematocidni latky. Nova
metoda ve formé softwaru, ktery by tyto drobné zmény dokdzal rozlisit, by pfinesla velkou
vyhodu. Bylo by mozné najit i latky s mensi aktivitou, které by mohly byt odrazovym miist-
kem pro hledani latky s podobnou strukturou, kterd by mohla vykazovat podobny, v idedlnim
ptipadé vyssi nematocidni efekt.

Vyhodou oproti manualnimu vyhodnocovani, které je Casové narocné a dochdzi béhem
n¢ho k chybdm, je vyuZiti napt. obrazové analyzy. Tato metoda spolu s dalSimi byla jiz
zminéna v kapitole 4.9. Pro tyto experimenty neni vSak laboratof LRR vybavena, a proto by
byla nutnd budouci spoluprace s laboratofi disponujici potfebnym vybavenim.

Pokud by v budoucnu byla v nasi knihovné nalezena latka, ktera pisobi toxicky na C.
elegans, bylo by vhodné pokraCovat s experimenty na vybranych parazitickych hlisticich,

aby ziskana data byla co nejobjektivnéjsi. [53]
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8 Zaver

Vzristajici rezistence parazitickych hlistic k dosud pouZivanym antihelmintikiim se netyka
jenom huménni mediciny, ale ve velké mife postihuje také zemédélstvi. Z toho vyplyva nut-
nost hledani novych dcinnych latek k jejich kontrole.

Cilem této studie bylo zavedeni snadné a rychlé metody screeningu akutni helminto-
toxicity na modelovém organismu C. elegans a pilotni testovani metodiky na vzorku 17
piirodnich cytokinint a 378 derivatd z knihovny rostlinnych hormonti LRR.

Z bézné pouzivanych antihelmintik byl jako pozitivni kontrola zvolen ivermectin a leva-
misol, které byly stejn€ jako ostatni latky pripraveny v koncentracich 25 pymol a 1 gmol. Po
expozici zkoumanymi ldtkami se ve svételném mikroskopu vyhodnocovala viabilita hlistic.
V pribéhu experimentalni ¢asti byl potvrzen nulovy vliv pouzitého rozpoustédla (DMSO) na
zZivotni funkce modelového organismu a zachyceno nékolik latek podezielych z toxicity vici
C. elegans. Podezieni se vSak opakovanym testovanim ani v jednom piipad€ neprokazalo.
Z4dn4 z nami testovanych latek tedy nevykazovala nematocidni aktivitu.

Do budoucna by bylo vhodné otestovat dalsi latky a zaméfit se i na jiné parametry nez

akutni toxicitu - napiiklad na zmény pohyblivosti, riistu nebo vyvoje C. elegans.
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