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Abstrakt

Motolice jsou skupinou bezobratlych zZirchi z kmene Platyhelminthes. Tito paraziti
zpasobuji u lidi a zwiat zaAvazna onemoéni, jakymi jsou schistosoméza a fasciol6za. Ve své
praci shrnuji dostupné poznatky o mechanismiinkin vybranych antihelmintik proti
motolicim.

Mechanismy dinku jednotlivych Iék se velmi liSi. Praziquantel @pobuje paralyzu
svali parazita a navozuje morfologické &amy tegumentu, diky kterym ime zautoit
imunitni systém hostitele.Vapnikové kanaly mohot tmplekularni cil 1éku. Oxamniquine
nevrati inhibuje syntézu nukleovych kyselin. Alkylace DNefisobuje postupné blokovani
déleni burgk a syntézy proteih Ke smrti parazita proto nedochazi okathZgenzimidazoly,
jako triclabendazol, jsoucinné proti motolicim, které neodpovidaji n&dé praziquantelem
(napr. Fasciola hepatica Triclabendazol se vaZze nf-tubulin motolic a zfsobi
depolymeraci mikrotubil Timto dojde k naruSeni mnoha Btanych proces, u kterych hraji
mikrotubuly dilezitou roli (nap. mitéza, vezikularni transport apod.). Artemethederivat
artemisininu — je velmi pomalu aktivovan. Po jelad@ni dochazi u schistosomul Kk inhibici
alkalické fosfatdzy a ke snizeni obsahu glykogéktaré se zda byt spojené s inhibici
glykolyzy. Artemether #jmé ovliviiuje i metabolismus nukleovych kyselin schistosom,

protoze po aplikaci Iéku dochazi ke snizeni podA.
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Abstract

Trematodes are a group of parasitic invertebrata®s the phylum Platyhelminthes.
These parasites are important causative ageneriolus diseases of people and animals like
schistosomiasis and fasciolosis. In my thesis lehsswmmarized available data on mode of
action of selected anthelmintics against trematodes

The modes of action of particular drugs are difier@raziquantel causes paralysis of
the musculature of parasite and induces morphabgltanges of the tegument. Due to these
changes, the immune system of host can attact dahesipe. Calcium channels are possible
targets of the drug. Oxamniquine causes irrevexsithlibition of nucleic acid synthesis.
Alkylation of DNA leads to a progressive blocking aell division and protein synthesis.
Parasite death does not occur immediately. Benzimai@s like triclabendazole are effective
against trematodes which are non-susceptible ttrélaément with praziquantel (efgasciola
hepaticg. Triclabendazole bind$g-tubulin of trematodes and causes depolymerizatibn
microtubules. This leads to the disruption of sam®k processes, in which microtubules plays
important role (e.g. mitosis, vesicle transport)et&rtemether — derivate of artemisinin — is
slowly activated. Its administration causes inldoitof alkaline phosphatase and decrease of
glycogen content . It seems to be associated whibition of glycolysis. Arthemether also
appears to affect nucleic acid metabolism of sob@nes. Its application causes decrease of
RNA content.

Key words:
Trematodes; anthelmintics; mode of action; praziggia oxamniquine; triclabendazole;

artemisinins
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1 Uvod

Motolice jsou vyznamni gvodci zavaznych onemoémi, ktera jsou dlezita jak
z lékaského, tak veterinarniho hlediska. Mezi nejneb&zf)gi onemochni zpisobené
motolicemi paitti schistosoméza. Tuto nemod'aauje S¥tova zdravotnicka organizace mezi

nejzavazuyjsi  lidské parazitémie htp://www.who.int/tdr/svc/diseases/schistosomiasis

Z veterinarniho hlediska jeikbzita fascioldza.

Popsani a pochopeni mechanisniinku pouzivanych lék nam niize dopomoci
odhalit nap. fyziologické procesy, strukturu cytoskeletu a thgrasyntézy w#znych
makromolekul parazita. Daletbe poskytnout informace o mechanismu rezistenédkr.
Popis &chto mechanisinnam umo#uje pochopit biologii paraita jejich vztah k hostiteli.
Zaroveir se otevira prostor pro vyvoj novych tél vakcin, je#t cilergji zangienych proti
jednotlivym skupinam parazit

V této préaci shrnuji dostupné poznatky o mechanistiioku nejlEzngji pouzivanych
Iéka proti motolicim, jejich vyuziti v praxi a dale geatce ¥nuji otdzce mozné rezistence.
Kratka zminka na konci patnovym lekim, jejichZ &innost se teprve experimentdlin

ovetuje.



2 Charakteristika motolic

Motolice (Trematoda) jsouitlou bezobratlych Zivichia z kmene Platyhelminthes a
podkmene Neodermata. Tutfidu dale nizeme rozdlit na dw podfidy: Apidogastrea a
Digenea.

Podtida Apidogastrea je pafmé mala skupina, jejiz zastupci parazituji ekiysi,
paryb, kostnatych ryb a Zelv. V této praci se ohsovat gFedevSim zastupen podtidy
Digenea, kt# jsou vyznamnymi fivodci chorob lidi a zvat.

Motolice jsou ¥tSinou endoparaziti obratlofc(vyjimecné ektoparaziti). Napadaji
prakticky vSechny organové soustavy, hkavimavici systém, krevnirecisté, nervovou

soustavu, dychaci systém a dalSi organové soustavy.

2.1 Morfologie motolic

Motolice maji bilateraléy soungrné, wtSinou dorzoventrathzplostlé €lo, negasti
ovalneho tvaru. Jejich velikost se pohybuje v roziva rékolika desetin milimetru az do
nékolika centimeti, vyjimetné do velikosti kkolika metd. Typickymi organy motolic jsou
piisavky na ventralni stranéla. Negasgji jsou dw — ustni a BSni (acetabulum), které maji
prichytavaci funkci. U zastugc raiznych skupin mohou ifsavky zcela chy (nag.
Sanguinicola inermjsnebo mohou byt nahrazeny jinymi strukturami agosglci rodu
Notocotylusmaji na ventralni stranrady zlazovych papil). Povrckla dosglych motolic je
tvoren syncytiem (neodermis), ze kteréasto vystupuji trny.

Travici soustava je déb vyvinuta. Zaina ustnim otvorem, ktery byva obklopen astni
piisavkou. Sevo ma nejastji dvé vétve, které mohou byt zakoéeny sleg nebo se mohou
v zadnicasti spojovat a vytuit okruh. Ze steva dale mohou vybihat postranni slepésiidy
(nap. Fasciola hepatica Absorpce Zivin miZze probihat i fes tegument.

Vylucovaci soustava je protonefridialniho typu. Plaméékdouiky filtruji télni
tekutinu z parenchymového prostoru. Filtrat je aldwadsoustavou exkimich kanalk, které
se spojuji do exkemiho meéchyke, z hoz je tekutina odvata na povrch exki@im porem.

Nervova soustava je orthogonalniho typu. Niadpi stra# téla se nachazi parové
cerebralni ganglium, ze kterého vychazi kratké owdvprovazce kigdnimu konci dla a
dalSi nervové provazce, které jsou spojené v iatech gicnymi komisurami ke konci

zadnimu.



Svalova soustava mé vrstvy. Prvni vrstvou je okruzni svalovina, poidse nachazi
vrstva podélné svaloviny a nejbazf#i vrstvou je Sikma svalovina. Dychaci acbbvy
systém neni vyvinuty, dale u vSech motolic chybiitdutina.

2.2 Ontogeneticky vyvoj motolic

VétSina motolic jsou hermafroditicka, s&im samEi organy nalezneme v jednom
jedinci. Vyvojoveé cykly motolic podidy Digenea jsou népmé, zahrnuji ¥tSinou dva a vice
mezihostitel. Dosglé motolice produkuji vagka, kterd v sob mohou uchovavat vyvinutou
larvu (miracidium) uz v dabvylouceni z hostitele. Miracidium opousti w&o, volrg plave
ve vodt a aktivre vyhledava prvniho mezihostitele, kterym jedasgji meékkys. BEhem této
doby nepijima potravu. K orientaci vyuziva receptory, ktenyrozpoznava silo, latky
vylu¢ované plzem a sén gravita&niho zrychleni. Pokud miracidium najde hostitebk tlo
n¢j penetruje a nasledruvniti hostitele dochazi kipméné na matéskou sporocystu. Ta poté
produkuje dc&iné sporocysty nebo redie (ty se vyskytuji &SV ¢asti motolic). Dcéné
sporocysty a redie vytv@ji dalSi dc&iné sporocystyi dalSi dcéné redie, které zamou
v urtité fazi produkovat cerkarie. To jsou stadia, ktes&iSinou opousti do prvniho
mezihostitele a to kil aktivne nebo pasivér DalSi vyvoj motolic se rize ubirat kolika
smeéry. V pripac€ dvouhostitelského cyklu cerkarie opusti prvnihozimestitele, a poté
mohou @imo penetrovat do definitivniho hostitelgeled” Schistosomatidae). V dalSich
moznostech dvouhostitelského cyklu cerkarie mohdise@nout k pevnému podkladu,
odhodit ocasek a pomoci cystogennich Zlazek kokdve sitvdit cystu, ktera je odolnadi
vlivam vrgjSiho prostedi — vznika tzv. metacerkéarie. Ta potéze byt po¥ena definitivnim
hostitelem (nap celed’ Fasciolidae). Utthostitelskych cyKl cerkarie pronikaji do druhého
mezihostitele (aktivh nebo mohou byt pdeny) a az zde se ttiometacerkarie. Pokud je
druhy mezihostitel pden definitivnim hostitelem, dochazi k vyvoji dégmh motolic a
cyklus se uzavird (nap celed Paragonimidae). Vifpads ctyrhostitelskych cykl se
vyskytuje stadium mezocerkarie, které se nachazii rewdii cerkarie a metacerkarie.
Cerkarie pronikne do druhého mezihostitele &minse v mezocerkarii, metacerkarie se pak
vyviji az ve tetim mezihostiteli nebo v definitivnim hostitelidé nasled® vznika dosplec.
(nap. celedi Diplostomatidae, Strigeidae).

Pfi penetraci do druhého mezihostitele definitivniho hostitele cerkéarie odvrhuji
ocasek. U &kterych zastupc maji tato stadia, ktera akti#mmigruji €lem hostitele do doby,

nez se pemeni v dosglce, iznd ozn&eni (nap. stadium schistosomuly weledi



Schistosomatidae). Zivotni cykly motolic jsou velkdmplikované a mohou probihat nejen

popsanymi zfisoby.

2.3 Prevence a kba nemoci zgisobenych motolicemi

Prevence nemoci #pobenych dmito parazity se tive uskuténovat rekolika
zpasoby. Velmi dobrymieSenim se ukazala vystavba kanalizaci, kter&nznamezila
rozSiovani vajéek schistosom. &ini vajtek je jest mozné omezit dezinfekci vykal
popipadt jejich chemickou Upravou nebo spalovanim. Jinoterahtivou je sniZzovani
populace mezihostitelskychekkysi. NejéastjSim feSenim je vysouSeni vodnich ploch nebo
vhodny chemicky zasah.&&ina doposud pouzivanych chemickych pexditi neni Setrna
k Zivotnimu prosedi. V sodasné dob se zéinaji prosazovat frodni latky izolované
zrostlin (nap. celed Euphorbiaceae nebo Phytolaccaceae). Tyto latkyi nedtéz
moluskocidni dinek, jsou v8ak narozdil od syntetickych chemik&étrné k Zivotnimu
prostedi. Zivotni cyklus parazita je dale moznérpsit tim, Ze je mu znema3m prenos na
definitivniho hostiteleCasto se parazit dostane do svého hostitele Gmote Spaté omytou
nebo nedostate¢ tepel upravenou potravou. Proto je velmileZité dodrZzovat fisné
hygienické zasady,ipdevsim v oblastech vyskytu nebeapgh drutii parazii. V pripac
schistosom, penetrujicichiki hostitele, jereba se vyvarovat kontaktu s vodnimi plochami,
v nichZ se vyskytuji mezihostitelSti plzi (Volf alk2007).

Na I&bu trematodoz je na trhu dostupné velké mnozski. IBro &ely této prace
jsem si vybrala &které léky, které se pouzivaji naclé schistosomoézy (praziquantel,

oxamniquine, derivaty artemisininu) a fasciol6zyc{abendazol).



3 Antihelmintika

Antihelmintika jsou léiva, ktera se pouZzivaji nacleu nemoci zfisobenych helminty

raznych skupin.

3.1 Praziquantel

Praziquantel (dale jen pzq) je v $aané dob nejpouzivanSim antihelmintikem na
I[é¢bu schistosomOzy. Dale jetiinym lékem proti iznym drulim tasemnic, nema tén
Zadny w@&inek proti nematodin. Mezi jeho hlavni klady p#t nedostatek vaznych
kratkodobych a dlouhodobych vedlejSicizpaki, moznost podat Iék v jedné davce oralni

cestou a relativhnizka cena (Cioli a kol. 1995).

3.1.1 Historie

Pyrazinoisochinolinovy kruh, jadro struktury pzqyl bptivodné prozkouman
spole&nosti Merck jako mozny zdroj pro vyvoj trankvilizZe(léky odstraujici chorobnou
Uzkost a strach). Na patku 70. let spolaost Bayer odhalila v pzq antiparazitické vlastinost
tudiz dalSi vyvoj srroval od trankvilizél k antihelmintikim (Groll 1984, cit. podle Cioli a
kol. 1995). Posléze doSlo k syntéze a testovaniystovslowenin, mezi kterymi byl
praziquantel, fiwodné pojmenovany ,EMBAY 8440 (Seubert a kol. 1977). jtiéve se
pouzival hlavs jako lék proti tasemnicim, ale pagidoyl testovan pro svou schistosomicidni
aktivitu na zvifatech (Gonnert a Andrews 1977) a nastedma lidskych dobrovolnicich
(Leopold a kol. 1978).

3.1.2 Chemické sloZeni a vlastnosti

Vzorec pzq je 2-cyklohexylkarbonyl-1,2,3,6,7,11b<hleydro-4H-pyrazino[2,1-
alisochinolin-4-on. Jedna se o bily krystalicky §a# haké prichuti. Teplota tani je 136-140
°C, pi této teplo¥ zaroves dochazi k rozkladu latky. Pzq je za normalnichrpioaék stabilni,
je prakticky nerozpustny ve véd mirné rozpustny v ethanolu a di#b rozpustny v
organickych rozpoustlech jako je chloroform a dimethylsulfoxid (Cidi Pica-Mattoccia
2003).

Pzq ma asymetrické centrum na pozici 11b (viz adkdk, centrum asymetrie je
oznaeno *). V kometnich gipravcich jde o racemickou $m) kterd obsahuje stejnym dilem
(+)- a (-)-izomery. Pzq byl pacigmh podan bd’ jako (-)-enantiomer (l#&ebna davka 20

mg/kg) nebo jako sis obou izomar (Iécebna davka 40 mg/kg). Po vyhodnoceni bylo



zjisténo, Ze neni statisticky Zzadny vyznamny rozdil meéziito dwma zpisoby I&€by. Navic

pii lé¢bé (-)-enantiomerem se u paciémyskytovalo méa vedlejSich piznaki. Déle (-)-pzq
mohl byt pouzit v polowinim mnoZstvi l&ebné davky nez pzq, ktery obsahoval racemickou
smes (Wu a kol. 1991).

3.1.3 Farmakokinetika a metabolismus

Pzg podany peroréanje velmi rychle absorbovan. Vrchol koncentraceérusje
dosazen za 1-2 hodiny po podani 50 mggsné hmotnosti u zdravych desgeh lidi
(Leopold a kol. 1978, Pearson a Guerrant 1983)aMické zpracovani je také velmi rychlé,
pzg projde vyraznouipménou v jatrech. Poleas rozpadu nezinéné latky je kolem 1,5
hodiny a pro metabolické vedlejSi produkty kolen® 4rodin (King a Mahmoud 1989,
Pearson a Guerrant 1986). Metabolity jsouastji reprezentovany monohydroxylovanym
pzq, v menSim rozsahu dihydroxylovanym pzg a velmalé mnozstvi fedstavuje
trihnydroxylovany metabolit. Mezi hlavni metabolipati 4-hydroxycyklohexylkarbonylovy
analog, ktery fedstavuje az dvtretiny metabolii v mati (Cioli a kol. 1995). (-)-izomer
tohoto metabolitu vykazuje stejnyitek jako (-)-izomer nezéméného pzq (Staud a kol.
1992). Vylokeni léku probiha z 80 % niip zbytek nalezneme ve Zua ve stolici. Pzq byl
nalezen i v matském mléce, ale v nepatrném mnozstvi. Pouze velmlé nprocento
nezneénéné latky je vylodeno (még nez 1 % celkové davky). Kolem 80 % celkové latky
bylo odstragino z I&ené krysy Bhem 24 hodin a po 4-5 dnech nebyly gpmvku nalezeny
Zzadné stopy (Cioli a kol. 1995).

Obrazek 1: Chemicka struktura praziquantelu (podle Cioli a kol. 1995).
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3.1.4 Specificka aktivita

Pzq je @inny proti schistosomam, které infikuiovéka, nap.: Schistosoma mansoni,
S. haematobium, S. japonicum, S. intercalat®n mekong{Abdul-Ghani a kol. 2009).

Ucinek pzq je zavisly na doslosti, na pohlavicervi a dale na tom, jestli jsou
sparovanici nikoliv. U nedosplych stadii schistosom dochazi k dramatickému sriize
citlivosti k pzg. Nesparované samice i samci jsadnfititlivé k (€inkaim pzq nez spérovani
jedinci stejného sté (Pica-Mattoccia a Cioli, 2004). &r¢ se udava, Zze samci schistosom
jsou citlivéjSi k (Cinku pzq nez samice kli zjevn¢jSimu ponéeni tegumentu. Nicmémpraw
samice schistosom jsoénti, které jsou prefer&n¢ zabijeny pzqg (Fallon a kol. 1994).

Pzq se dale pouzivd naché& dalSich nemoci Agobenych motolicemi, nép
Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini, Paragous spp., Fasciolopsis buski,
Metagonimus yokogawaiHeterophyes heterophyésbdul-Ghani a kol. 2009). léba €chto
infekci se obvykle uskutéuje v davkach 25 mg/kg po dobti tni (Cioli a Pica-Mattoccia
2003).

3.1.5 Mechanismus &inku

Navzdory znanému Usili stale nenif@sny mechanismu<stiaku pzq pl objasin.
PrestoZe experimenty probihagkolik let, stale se jeStnepodélo identifikovat charakter a
lokalizaci molekularnich ailléku (Redman a kol. 1996, Cioli a Pica-Mattocd@32).

Intracelularni zvySeni koncentrace vapniku, svakwdtrakce

Jednim z nejvyznamdjich (&inkd je vyrazné zvySeni intracelularniho vapniku
v parazitovi, které je nasledioprovazené svalovou kontrakci. Tato kontrakcepfessobena
jiz mikromolarni koncentraci pzg. Kontrakce nenastapokudc¢erva nechame dlouho
v médiu bez C4, nebo pokud je v méditkitis vysoky pondr C&* : Mg**. Kontrakce mZe
nastat, pokud je preinkubace v médiu bez vapnikis (kratka (més nez 1 minuta), ale
v tomto fFipact dojde ke kontrakci se zpaaum (cca 10 min). #edpoklada se, Ze ke zvySeni
svalového nafii je zapotebicerpat C&" ze zasobaren parazita a k udrzeni kontrakce jeénut
odebirat vapnikové ionty z prostli. Pzq snizuje pronikani*kdo €la samé schistosom,
vtékani C&" a Nd je vSak urychleno,fpsemz N4 vtéka pomaleji. Dale bylo zji&to, Ze pzq
nema vlastnosti ionoforu (Pax a kol. 1978). Svalokontrakci nizeme takeé zvratit, a to du
odstranim pzq nebo pzq @ite byt blokovan Mg, La**, ale nikoli Nf*, C&** a inhibitorem
Cd* kanah D-600 (D-600, methoxyverapamil inhibuje sawapnikové kanaly L-typu:
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Fetterer a kol. 1980). Cunha a Noé&l (1997) pop#alil00 uM pzg nema zadny vliv na {(Na
K*) ATPazu schistosom nebo na {G&g*) ATP4azovou aktivitu.

Pokud aplikujeme pzq do preparatu z hladkychisydite, pzq napodobuje aplikaci
kofeinu. Po aplikaci kofeinu do svaplZze dojde k odstrani efektu pzg (Gardner a Brezden
1984). Nekteré experimenty odhalily, Ze kofein a pzq mohoii stejné misto fsobeni
(Martin a kol. 1997). V hladkych svalech obratlévkofein stimuluje otevirani velkych
kationtovych kandi v sarkoplazmatickém retikulu, znamych pod zkratkRICR (Calcium-
Induce Calcium Release, Herrmann-Frank a kol. 19940 kanaly jsou aktivovany
cytosolickym vzestupem €4 ATP a kofeinu a jsou inhibovany ¥ig(Grégoire a kol. 1993).
Velké kationtové kandly, které mohou byt podobn€Rlkanadhm, byly jiz pozorovany
v membrag schistosom (Day a kol. 1992). Pokud by kofei#l stejné misto fisobeni jako
pzq, na obrazku 2 byapobil ve fazi 9.

Double Host (Blood)
membrane

buffets~ « .

.GaE-‘-

g Py
L releasab

Single
membrane

Obrazek 2: Struktura télni stény S. mansoni, obrazek zobrazuje mozna mista Gc¢inku pzq a

mechanismus transportu Ca”* dovnitf a ven tegumentu (Martin 1997).

Vysvétlivky k obrazku 2: 1: napétové fizeny Ca®* kandl; 2: intracelularni prenased, ktery aktivuje Ca®* kanaly; 3:
extracelularni receptor plasobici na ca® kanaly; 4: neselektivni kationtovy kanal, ktery dovoluje vstup ca’"; 5
Na'/Ca® pumpa; 6: Ca’" ATPaza, ktera od&erpava vapnik ven; 7: intrategumentalni vapnikové ionty; 8: zasoby
IP5 v sarkoplazmatické retikulu; 9: CICR kanaly; 10: Ca®* ATPaza; 11: elektrické spojeni mezi svalovymi burikami

a tegumentem; 12: elektrické spojeni mezi svalovymi bunkami
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Napstovs fizené C& kandly jsou moZnym cilem pzq. Tyto kandly jsoutidkiym
mistem vstupu extracelularniho Ca hraji dileZitou roli v regulaci intracelularni Gro¥n

vapenatych iorit (Greenberg 2005a).

Struktura a funkce napové /izenych C& kanali

Naptove tizené vapnikové kandly jsou zékladem elektrickézalv@sti burk.
Oteviraji se v odpasd na zmény membranového potencialu, selektivdovoli iontim
proudit po sniru elektrochemického gradientiigs membranu. Tyto kanaly dale napomahaji
pii intracelularnich &ich, jako jsou kontrakce, sekrece, synaptickgnpsy apod. (Randall a
Benham 1999). Nagové fizené C& kanaly se skladaji z péru, ktery je formovén
podjednotkou a dalSimi asociovanymi podjednotkakigré utvdi aktivitu kanalu. oy
podjednotka C& kanalu se sklada zeyi opakujicich se domén, kaZzda z nich obsahuje $est
transmembranovych segmeént(S1-S6). Tato podjednotka cdumje fyziologické a
farmakologické vlastnosti G4 kanélu. Intracelularnp podjednotka je fedstavovéanao
Sroubovicemi, ale Zadnym transmembranovym segmentaatimco y podjednotka je
glykoprotein se ¢tyfmi  transmembranovymi segmenty, podjednotka ma mnoho
glykosylovanych mist aghkolik hydrofobnich sekvenci. Biosyntetické studi€zaly, Ze je to
extracelularni, membranovy proteitignjeny pomoci disulfidickych stk k 6 podjednotce
(Caterall 2000).

U bezobratlych Ziv&ichii a u obratlova byly nalezeny a popsany ddy C&* kanah
— LVA (Low voltage activated; jsou aktivovany slabdepolarizaci plazmatické membrany) a
HVA (High voltage activated). HVA kandly ideme déale rozdit na L-typ, ktery se
vyskytuje u obratlovit a je citlivy k dihydropyridinovym C& kanélovym inhibitoiim, jako
je nag. nifedipin, nimodipin a na non-L-typ, ktery je eegitivni k dihydropyridiim. LVA
kanaly jsou otevirany Ga a; podjednotkou (Perez-Reyes 2003). L-typ a non-L4pA
kanah jsou otevirany GA a,, respektive C& o, podjednotkami. V bezobratlych Zigidich
byly nalezeny LVA i HVA subtypy (Jeziorski a kol0QO0).

VHVA Ca** kandlech je a; podjednotka spojena s dalsimi pomocnymi
podjednotkami, kterymi jsou,/5, B ay podjednotkyf podjednotka C& kanalu (Cas) je
ponerné dolre prozkoumana. Ma velky vliv nagkolik biofyzikalnich vlastnosti kanalu,
nag. nag@tovou zavislost aktivace kandlu, staly stav inakiesarychlost inaktivace apod.
(Dolphin 2003). Primarni misto vazlay podjednotky na Gfs je AID (Alpha Interaction
Domain), oblast s osmnacti aminokyselinami v irglal&rni smyce mezi domeénou | a tl;

podjednotky (Pragnell a kol. 1994).¢ckolik duikazi nazn&uje, Ze vysoce konzervované
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misto s piblizn¢ triceti aminokyselinami v G, hazyvané BID (Beta Interaction Domain)
slouzi jako primérni misto pro interaktipodjednotky si; podjednotkou (De Waard a kol.
1994). Nicmén sowasné krystalické struktury tuto hypotéziilip nepotvrzuiji, jelikoZz BID
region je skryty uvnitp podjednotky, proto je tedy neprajgbdobné, Ze by seimo &astnil
interakce protein-protein, jako je tomu u vazbylB AGreenberg 2005b).

Podjednotky vapnikovych karial schistosom

Strukturaa; a p podjednotky vapnikovych karialschistosom se Zma objagovat
(Kohn a kol. 2001a,b). U dosch schistosom najdemeitHVA Ca’" kandly su;
podjednotkovymi subtypy. Na zakkadréeni struktury dva nalezi déidy non-L-typi a jeden
do tidy L-typa (Kohn a kol. 2001a). Schistosomy dale majige&mért dva subtypy Cas,
jeden byl ziskan expresi z8. japonicum(S[Cap) a druhy ze€5. mansoni(SnCaA).
Strukturni motivy &chto dvou podjednotek se liSi od ostatnich znamfgcpodjednotek
napiklad tim, Ze jsou &Si nez ostatnp podjednotky — obsahuji prodlouzené sekvence v C-
termindlni oblasti. DalSi rozdil je vBID - dva kmarvované serinové zbytky, které
reprezentuji potencialni fosforglai mista v BID, jsou zasmény za jiné aminokyselinove
zbytky (Kohn a kol. 2001b, 2003). Jedna ze zajirchwj}astnostidchto Cgp schistosom je,
Ze pokud jsou koexprimovany v oocytu zakgnopus nagiklad sa; podjednotkou meduzy
(CyCa,1) neboclovéka (Cq2.3), dojde k dramatickému snizeni Urédtoku kandlem. Nze
dojit az k posunuti poénu tok/nagti o, podjednotky g hyperpolarizénim vedeni. Dale
mohou CgBs schistosom udit senzitivitu jinak pzg-insenzitivnim s&m o, podjednotkam
(Ca,2.3). Pokud exprimujeme s&\VCa,2.3 samotné v oocytu Zzab§enopusnedojde k Zzadné
odpowdi na 100 nM pzg. Ale pokud koexprimujeme,Z8 s jednim z Gfs schistosomy,
vrchol C&" toku je 1,5-2x zvySen vijtomnosti 100 nM koncentrace pzq (Kohn a kol.
2001b). Toto pzg-zavislé zvySeni Tavtoku bylo nalezeno u vapnikovych kahal
skladajicich se zZiznych variant$ podjednotek, které jsou shodnécniiem Iéku na CE
homeostazu schistosom a zahrntginé Cafs schistosom (Greenberg 2005b).

Mezi dalSi nové poznatky gamoznost ovlivini (i€inku pzg pomoci cytochalasinu D
(CyD, zpisobuje naruSeni aktinového skeletu). Vliv cytoskelea vapnikové kanaly byl
zjistén u mnoha buktnych typi (nag. u burgk neurorii, burek myokardu, svalové hiky).
Pokud byly schistosomy preinkubovanyi koncentraci 1 uM CyD a vySSi, doSlo ke
kompletnimu potléeni letalnich &inka pzq. Autdi to vyswtluji tim, Ze rozruSeni aktinového

cytoskeletu blokuje funkci vapnikovych kakalTo naznauje, Ze vapnikové kanaly jsou
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zapojeny v aktivit pzq. DalSim moznym vystlenim je, Zze CyD nive kompetovat s pzq o
tataz vazebna mista. Tato teorie vSak néiiSgodporovana, protoze pokud byla zvySena
koncentrace pzq, CyD bylkgsto schopen inhibovat schistosomicidni aktivitg.dmhibicni
efekt CyD nastane pouze tehdy, pokud byl aplikopéed pzq, coZz naziaje, Zze CyD
blokuje pouzecasné dinky pzqg. CyD navic nenaruSuje paralyzu fvapisobenou pzq,
pravdépodobré diky uvolreéni vapniku z vninich zasobaren, které nejsou pod kontrolou
cytoskeletu (Pica-Mattoccia a kol. 2007).

Pica-Mattoccia a kol. (2008) zjistili, Ze jejich shgdky nekoreluji s vSeobecnym
nazorem, Ze zvyseni vtoku €ae klicovym faktorem aktivity pzq. Vtok vapniku agobeny
pzq nezpsobuje smrt parazita nejm€rve dvou pipadech: (a) pokud jsou schistosomy
preinkubovany s CyD a (b) pokud je zasah veden peatosglym stadiim.

Morfologické zrany, vystaveni antigéma imunitni odpo#d” hostitele

Pzqg zmisobuje poruSeni povrchu parazita auslddku toho dojde k obnazeni a
vystaveni jeho antigén které slouzi jako cil hostitelské imunitni odpdv Tim dojde
k zesileni dginku pzq.

Po podani l&ebné davky pzq dochazéhem jedné hodiny k rychléemugsunucerva
do jater. Vtéto dob u samé dochazi krozsahlé vakuolizaci bazalféisti tegumentu.
~Puchyfky" na povrchu #ejm¢ odrazi postup vakuolizace z umit casti tegumentu sénem
k vn¢jSi. Intenzivni vakuolizace byla pozorovana na tegatu jiz 15 minut po podaniciea.
Bunky obranného systému hostitele adherovaly na teguraeza&aly penetrovat dovnit
parazita piblizn¢ ¢tyfi hodiny po zahajeni #by. Jiz po sedmnacti hodinach bwervi
fixovani prostednictvim fibroblast ke s&né cév a jejich vnini struktura byla zrimé
zni¢ena hostitelskymi hikami. Po 14 az 18 dnech byly nalezeny zbytky p&aazicentru
granuloni (Mehlhorn a kol. 1981). Schistosomy¢édé subletalni davkou mohou obnovit
naruseny tegument, ale tento proces je velmi pon@haw a Erasmus 1987). Podanim
nizS§iho mnozstvi pzq nez ¢Ebné davky dosSlo u samic schistosorkhdm 24 hodin
k morfologickym zndnam vitelarii a germarii, coz vedlo az k zastavemidukce vajiek.
Nicmére pokud se spéarovaly se samci, byly schopné obnawuglaly znovu zéit produkovat
vajicka (Shaw a Erasmus 1988).

MySi bez B busk slak® odpovidaly na terapii pzq (asi 20%innost), ale pokud jim
byla podana injekce s imunnim sérem, doSlo ke niy@enku Iéku (Brindley a Sher 1987).
Lécba pzq zvySuje vystaveni antigeschistosom na jejich povrchu (Harnett a Kusel 1986

Mezi takové antigeny pat nag. alkalicka fosfataza (Fallon a kol.1994), aktin a
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acetylcholinesteraza (Redman a kol. 1996). Tytagany se Pejm¢ pripojuji k membras
pies glykosylfosfatidylinositolovou (GPI) kotvu a mmh byt experimentath uvolreny

z povrchu parazita pomoci bakterialni fofatidylinolsspecifické fosfolipazy C (Espinoza a
kol. 1991). Aktivita specifické GPI fosfolipazy BGPIPLD) byla nalezena 6. mansoni
Redman a kol. (1996) znazornifii ppiiklady moznych cest,ipkterych dojde k obnazeni
antigert, pricemZ jednou z nich je, Ze po podani pzq dojde kéeawjtoku C& do parazita.
To zpisobi svalovou kontrakci a zaraveniZze dojit k aktivaci bukené signalizani drahy,
nag. pres adenylat cyklazu a GPIPLD, coZigpbi zvySeni hladiny cAMP a diacylglycerolu
v tegumentu. Diky tomuto zvySeni dojde ke¢minve struktie proteiri a dojde k vakuolizaci

tegumentu a naslednému obnazeni antigen

3.1.6 Vedlejsi ffiznaky a toxicita

Vedlejsi giznaky se vyskytuji u po#nné velkého procenta pacignt(30-60 %
piipadi), ale \&tSinou jsou jen mirné a kratkodobé. K prvnifizpalkim dochazi térs
okamzig, priblizn¢ 0,5-1 hodinu po podanidé&a. Mezi nefasgjSi obtize paf bolest bicha,
nevolnost, zvraceni, nechutenstvigjpm. Mezi dalSi fiznaky pati horeka, anava, bolest
hlavy, zavrd, ospalost, stdéni kize (Berhe a kol. 1999).

Frekvence a vaznost vedlejSichizpalka vétSinou gimo koreluje s intenzitou infekce.
Mezi zavazijSi komplikace pdt krvavy piijem a kopivka s otoky (Polderman a kol. 1984).
Pokud zvazime vSechny okolnosti, pzq je velmi fdokolerovany lék, ktery pitebuje
minimalni lekdsky dohled, a proto je vhodny pro hromadr&biné programy.

Testy na zviatech ukazaly, Ze toxicita pzqg je velmi nizk4, gato v akutnich, tak i
v dlouhodobych experimentech (Frohberg 1984). Vagemnich studiich na bakterialnich,
kvasinkovych a savch systémech se neprokazalo zadné riziko genatpXiramers a kol.
1991, cit. podle Cioli a Pica-Mattoccia 2003).

3.1.7 Vyrobci, baleni, dopordené davkovani

Pro klinické pouZziti je pzq na trhu dostupny po@dkami riznych firem. Nejprve ho
zatala prodavat firma Bayer pod jménem Biltricid, pimany pro |€bu lidi a Droncit, ktery
se vyuziva pro veterinarnicély. Samogejm¢ existuje mnoho dalSich ztek, které jsou
dostupné viiznych zemich, ndp Bilharzid (Pharco, Egypt), Prazitel (Cosmos,nKEg aj.
(Cioli a Pica-Mattoccia 2003). Pro srovnani bylaoshaza@no 34 vzork od odliSnych
vyrobai z niznych zemi a byla na nich provedena kvantitativmilyza, ktera zjiovala

aktivni slozky latky gistotu a zda se latka rozpousti a rozklada. Vysiduoity dobré, protoze

16



vétSina znéek sphovala standard. Ale dva vzorky od stejného vyrobeebsahovaly tbec
Zzadny pzq (Sulaiman a kol. 2001).

Pzq se obvykle dodava v podlouhlych tabletach, &atibahuje 600 mg aktivni latky.
Tablety mivaji ¥tSinou ti az ctyii drazky, diky kterym se pzq snadno rédna casti
obsahujici 150, respektive 200 mg.Cihé je pzgq znam pod zikou Pyquiton a je
distribuovan v kulatych pilulkach obsahujicich 20@ aktivni latky. Nkteri vyrobci (nap.
EIPICO) dodavaji pzq jako sirup, ktery obsahuje 6@Ppzq na 5 ml. Trvanlivost pzq §eyfi
roky v mirnych podminkachyitroky v horkém a vihkém podnebi (Cioli a Pica-Mattia
2003).

Optimélni I&ebna davka je 40-60 mg/kglésné hmotnosti, mensi mnozZstvi (40
mg/kg) se obechpouziva prd&S. mansona S. haematobiunVyssi davky, které jsouétSinou
dv¢ a jsou podané odten¢ beéhem rekolika hodin, jsou dopokieny proS. japonicuma S.
stolici, kvali zhodnoceni dinnosti |éku. Pokud jsou po tomto vyi&ii nalezena u pacienta
Zivotaschopna vajka, doporduje se pel&eni stejnou l&bnou davkou. Druha dba byva
obvykle Uusgsna (Ross a kol. 2002).

3.1.8 Hromadna l€ba — priklady kontrolnich Ié¢ebnych programi

Hromadna I8ba schistosomé6zy se v s@asnosti uskutgiuje hlavé pomoci
kontrolnich I€ebnych prograiin Tyto programy se dnuji mnoha aspekin, nag. integraci
primarniho systému zdravotnidgeea spolupraci mezi zdravotnickymi sektory. Dalev&muji
uréeni zavaznosti a dopadu chorob, uskuitelnosti terapeutickych zasghzhodnoceni
acinnosti I€by atd. (Kumar a Gryseels 1994).

Afrika

V jizni Africe v provincii KwaZulu-Natal byli [éeni zaci zakladni Skoly.i®lizn¢ 68
% zkoumané populace bylo nakaze®iohaematobiumV zakladnim pizkumu bylo I€éeno
852 dti jednou davkou 40 mg pzg na kgesné hmotnosti. T tydny po |&€bé byla
vyhodnocena &innost 57,9 %. 41 tydnh po l&b¢ se tato hodnota zvysSila na 80,7 %.
ReinfekceS. haematobiurbyla 53 tydri po |&b¢ nizka (u 16,8 % &i). Vedlejsi @inky byly
velmi mirné (Saathoff a kol. 2004).

DalSi studie byly uskuteény v nékolika vesnicich v severnim Egypt delg Nilu.
Vyseteno bylo celkem 1629 lidi. Prevalence infekcésgbenéS. mansonse v jednotlivych
vesnicich pohybovala mezi 8-13,4 %. 161 padidnio l&eno standardni é&bnou davkou
40 mg/kg. Potkech tydnech byli pacienti vygeni a druha lk&ebna davka (40 mg/kg) byla
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dana 25 pozitivnim ifpadim. Po dalSich 4-6 tydnech byli tito lidé znovu wy8ei a osmi
pacientm byla dana jesttreti davka (60 mg/kg). Ugpnost prvni 1&by byla 84,5% (rozgi
se pohybovalo mezi 73,8-92,3 % v jednotlivych vefahi). UsgSnost druhé by u 25
pacienti byla 68 %. U zbylych 8 pacientkteri byli prel&eni 60 mg/kg, dale nebyla nalezena
Zzadna Zivotaschopna vé&ja (Botros a kol. 2005).
PobeZi slonoviny

Studie byla uskut®éna ve vesnici Zouatta Il, ktera se nachazi v zéip&bti PobezZi
slonoviny. V této oblasti bylo zaznamenano ohnis#skytu S. mansonijiz v 70. letech
(Doumenge a kol. 1987, cit. podle Raso a kol. 200#)po sol& jdouci vzorky stolice byly
ziskany od d&ti i dosglych (celkem 545 vzoik a nasled& byly vySeteny. Celkova
prevalenceS. mansonbyla 40,9 %. Jedirien, ktai byli infikovani (z 223 nakazenych bylo
léceno 200 pacien), byla podana kebna davka 40 mg/kg. Sest tydpo infekci byla
zhodnocena dinnost pzqg, a to 60,9 %. Tento vysledek je az nadsp hranici obvykle
udivané &innosti I&by (60-90 %; Ross a kol. 2002). Procento padient kterych se
vyskytly vedlejSi piznaky, bylo relative malé (12,5 %). Mezi n&astjSi vedlejsi piznaky
paftila bolest Bicha, zavrd a pfijem (Raso a kol. 2004).
Niger

Ucinek pzg na poskozeni mmvych cest, které #sobuje S. haematobiumbyl
zhodnocen pomoci ultrasonografického vieseit v endemické oblasti v Nigeru. deho bylo
149 pacient, u kterych bylo po deseti #sicich vyhodnoceno, zda léze ustoupilgirost
léku byla 87 %. Procento ,ustupu” u poskozenicowgho néchyie bylo 68% a u renalnich
lézi 73 %. Pokud pacientidn oba druhy poSkozeni, tak byl Gstup renalni I&e&e patrny
(Devidas a kol. 1989).
Filipiny

Na filipinském ostro¥ Leyte bylo I€eno 102 lidi infikovanycl®s. japonicumTrikrat
jim byla podana l&bné davka 20 mg/kg. 52 pacigriylo vySetovano kazdéit mésice
ultrasonografii EiSni dutiny po celkovou dobu 17é&sici. Po Sesti rsicich bylo u paciefit
pozorovano ztlughi seny portalni zily. Dale ve 42 ifjpadech doSlo ke snizeni
splenomegalie. Nicmén,ustup” 1ézi nenastal u paciéntkteri byli klasifikovani jako typ 3

s vaznou jaterni fibrozou, #pobenou dlouhotrvajici infekci (Ohmae a kol. 1992).
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3.1.9 Rezistence

Prvni alarmujici hldSeni o sniZzeniinnosti |&by pzq fislo ze severniho Senegalu.
Uginnost pzq byla velmi nizka (18 %; Stelma a kol93Q Tento fakt byl nejprvefjEitan
vysoké intenzit infekce v Senegalu. Pokud by byl Iék z 99 %nay, stejg by pezil
dostatény paiet schistosom, ktery by vy&il vylucovani vajéek po I€b¢é. Nicmérg toto
vyswtleni nesouhlasi sfedchozimi zkuSenostmi z gy vysoce infikovanych populaci.
DalSim vys¥tlenim bylo, Ze v této oblasti dochézi k velkénitersu parazit tudiZz pacienti
mohou byt opakovaninfikovani 4-5 tydri pred I&bou. V dol podani lIéku by v sabmgli
nedosplé schistosomy. Toto by mohlo vydlovat trvalé vyl@ovani vajéek, nicmég data
byla ziskana oddkolika skupin pacierit, ktefi byli 1é¢eni v izném obdobi. Pzq pouzivany
v Senegalu byl testovan na tatech a vysledky ukézaly, Ze jeho aktivita nenZzemd. U
senegalskych pacient nebyly provedeny Zzadné farmakokinetické studie. Je
neprava@podobné, Ze by tento specificky problém existovalze v lokalni populaci, ktera je
etnicky heterogenni (Cioli 1998).

DalSi podobné ifpady byly zaznamenany v Egypa nasled#é v dalSich zemich. Z
genetického a biochemického pozadi rezistence najgziostupné jen omezené mnozstvi
informaci.

Ismail a kol. (1999) provedli laboratorni pokuszelaty S. mansonziskanymi od
egyptskych pacieff u kterych se objevila snizena citlivos&niito izolaty byly nasledh
infikovany mysi. Riblizn¢ 45 dni po infekci byly &které mysi I€eny tiznymi davkami pzQ:
25, 50, 100 a 200 mg/kg denrPoté byly vyhodnoceny vysledky. Studie ukazaded zzolaty
S. mansonikteré vyvolaly u mysi infekci, norm&rodpovidaly na l&u pzg. Osm izolétS.

mansonj které byly rezistentni k &&¢ pzq u lidi, také vyvolaly rezistentni infekci u &y

3.1.10 W&inek pzq na ptai schistosomy

Vodni ptaci jsou definitivnimi hostiteli ptech schistosom, které @gobuji u¢lovéka
cerkéariovou dermatitidu.

V léte 1991 a 1992 byly odchyceny divoké kachAyds platyrhynchos) severnim a
jiznim jezée Leelanau v Michiganu. VSichni ptaci sta¢gii tydni byli ozna&eni, dale byl
zaznamenan jejichék, pohlavi a pesné misto odchytu. VSem kachnam byl odebran trus a
nasleds jim byl peroralg podan pzq v davce 34 mg/kg. Prevalence nakazy 1yJa %.

V roce 1992 bylo znovu chyceno 14,8 % kachen z 68@(0. Pouze u 1,8 % kachegdéych
v roce 1991 byla znovu zji8ta infekce (Reimink a kol. 1995).
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DalSi pokus byl uskuteeén s motaky velkymi (Mergus merganser)Celkem bylo
odchyceno na jete Douglas v Michiganu 51 ptak8 samic a jejich miata). Od kazdého
jedince byl odebran vzorek trusu¢hem rékolika hodin po odchyceni byl m@kim podan
pzq. Ptakm byly nahoda prifazeny nasledujici é&€bné davky: 40 mg/kg intramuskulérn
40 mg/kg peroraky 200 mg/kg intramuskulagnCtvrty, kontrolni vzorek neobsahoval zadné
mnozstvi léiva. Po I€b¢ byli morcaci ot vypusSeEni na jezero blizko mista jejichipodniho
odchyceni. Deset dni pocle byla mla’ata znovu odchycena a byly vyhodnoceny vysledky.
Pzq podany v davce 40 mg/kg,dintramuskularé nebo peroraky mél pouze maly dinek
na motaky. Pouze u nejvysSi davky (200 mg/kg) doslo kieidé redukci schistosom.
Ukazalo se, Zze u m@dikli se objevuje mnohem vysSi prevalence a intenzikaayanez u
kachen. Kachnam sth5x mensi davka, aby doslo kidnému snizeni infekce. Tento rozdil
se vys¥tluje anatomickymi rozdily mezémito druhy. Kachny maji delSi travici trakt a jéjic
strava se skladargdevsSim z rostlin a mikroorganifmMoréaci jsou pedevsSim karnivivo a
jejich travici trakt je kratSi. #jata potrava tedy stravi mé&gtasu v zazivaci trubici, a tim se
snizi doba, po kterouiie byt pzq véeban (Blankespoor a kol. 2001).

3.2 Oxamniquine

Oxamniquine (dale jen oxa) j&iany pouze protlS. mansoniDruhy S. haematobium
a S. japonicumsou \ici této latce porérné malo vnimavé (Cioli a kol. 1995). V stasné
dok® se pouziva na #u schistosomoézy hlagnv Brazilii nebo v oblastech, kdeclda pzq

selhala.

3.2.1 Historie

Oxa byl poprvé popsan v roce 1972 jako metabalkyld&JK-3883. Tento metabolit
byl nalezen v mé& lé¢enych zviat a ukazal se byt aktivni proti infekBi mansonu mysi a
opic. Zprvu byl pipravovan mikrobiologickou oxidaci UK-3883 pomodispergillus
sclerotiorum Piavodni nazev byl UK-4271, po#jl byl piejmenovan na oxa. Oxa je podobny
hykantonu — latce, ktera séivk pouzivala na tu schistosomoézy.iPlécbé hykantonem se
vyskytovaly vazné vedlejSitiznaky. Latka mla navic vysoky karcinogenni potencial a

v souwtasné dob se tedy jiz nepouziva (Cioli a kol. 1995).

3.2.2 Chemickeé slozeni
Vzorec oxa je  6-hydroxymethyl-2-N-isopropylaminomgt7-nitro-1,2,3,4-
tetrahydrochinolin, ma asymetrické centrum (vizaadek 3, centrum asymetrie je oZeao
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*). V komegnich gipravcich se dodava jako racemickasmbsahujici (+)- a (-)-izomery
(Cioli a kol. 1995).

CH,
CH,NHCHC
CHs

" T NH

NO,
CH,OH

Obréazek 3: Chemicka struktura oxamniquinu (podle Cioli a kol. 1995).

3.2.3 Farmakokinetika

Oxa je po peroralnim podani velmi rychle absorbovwaetabolizovan a néaslegn
vyloucen. Vrchol koncentrace v plaznje dosazen za jednu a%yti hodiny po podani.
Polatas rozpadu latky v plazime 2,2 hodiny (Kokwaro a Taylor 1991). Hlavni nimiht
vznikad oxidaci 6-hydroxymethyl skupiny na 6-karbosya, ktery je inaktivni. Vyloteni
latky probiha pedevsim méi. Pouze 0,4-1,9 % nezZmného oxa byva vylateno (Kaye a
Woolhouse 1976,cit. podle Abdul-Ghani a kol. 2009).

3.2.4 Mechanismus &inku

Prvni hypotéza o mechanismdinku oxa gedpokladala anticholinergni efekt léku
(Hillman a Senft 1975, cit. podle Cioli a kol.199%fi némz dochazi ke snizeni pohybové
¢innosti parazita. Tentoc¢inek mel preruSit @ijimani potravy. Ke smrti parazita nedochazi
okamzit po podani Iéku. fedpokladalo se, Ze ke smrti parazita dojde aZ lpw yghlado¥ni.
Nicmére tato hypotéza byla pozj vyvracena (Pica-Mattoccia a Cioli 1986). V saanosti
se za mechanismusigku oxa povazuje nevratna inhibice syntézy nukjebwkyselin.
Oxa se pemeénuje na reaktivni ester pomoci enzymu schistososrykthybi u rezistentnich
druhi. Tento ester spontaéindisociuje a elektrofilni slozka je schopna alk@aDNA
schistosom. Tato reakce je velmi rychla, estergyqtpodobré velmi reaktivni a nestabilni.
Schistosomy tedy mohou byt vystaveny oxa velmidaaflkylace nukleovych kyselin vede

k postupnému blokovanikkni burgk a syntézy proteil) proto k oduneni parazita dojde az
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za rekolik malo dni po podani Iéku (Cioli a Pica-Matt@005). V sotiasné dob se
piedpoklada, Ze aktivni je sulfatovy ester a akiiwaenzym je sulfotransferdza (Pica-
Mattoccia a kol. 2006). Sulfotransferazy jsou engyrkteré penasi sulfatovou skupinu
z molekuly donoru na hydroxylovou skupinu akcepto@xa nmiZze slouZzit jako akceptor
sulfatové skupiny. Aktivéni sulfotransferaza nenifippmna ve stejné urovni mezi &ha
pohlavimi a také meziiznymi vyvojovymi stadii, proto citlivost k Iéku ja jednotlivych
stadii jin4. Fakt, Ze nedodp schistosomy maji velmi nizkou hladinu aktimého enzymu,
muze byt vys¥tlen tim, Ze v tomto stadiu ime byt zpoz&na exprese odpovidajiciho genu
(Cioli a Pica-Mattocia 2005).

Senzitivni a rezistentni druhy schistosom byty vitro vystavenyoxa, ktery byl
zna&eny tritiem. Z homogenatderva byly ziskanycasti DNA. U schistosom, které byly
citlivé k oxa, doslo k tomu, Ze lek mohl utitostabilni kovalentni vazby s DN2erva. Toto
se nestalo u rezistentni¢arvi a také u schistosom, které neodpovidaji tauéxa, jako je

S. haematobiura S. japonicun{Pica-Mattoccia a kol. 1989).

3.2.5 Vedlejsi ffiznaky a toxicita

VedlejSi giznaky jsou obvykle mirné a kratkodobé. MezicasgjSi obtize pat
zavrd, ospalost a bolest hlavy. Dale se objevuji bolestiha, zvraceni a pjem. Tyto
piiznaky se wtSinou projevuji 1-5 hodin po podanicébné davky oxa, ale velmi rychle
vymizi. Mezi giznaky spojené se smrti parazitarpabreka a eosinofilie. Epileptickar&e
byla zaznamenana pouze &tipiipadi z celkovych 250 000 é&nych pacierit, z toho uctyr
pacienfi bylo pode¥eni na jiz existujici epilepsii (Cioli a kol. 1995pranzové azervené
zbarveni moi se miZze objevit gkolik dni po I€b¢ (Olds a Dasarathy 2001).

Akutni toxicita je u mysi, #ecka a kralili velmi nizka. Nicméé& u krys je oxa vice
toxicky, z toho samice jsou 8-10x citjgi nez samci. U krys oxa @pobuje hlava jaterni
nekrozu a proliferaci zitového kanalku. U mysSi a krys nebyla pozorovana @adatéska
toxicita ani teratogenita (schopnost latky vyvaledzenou vyvojovou vadu plodu; Chvédoff a
kol. 1984).

3.2.6 Doporwené davkovani, baleni

Doporuwena davka 15-20 mg/kg se pouziva v Jizni Ameri@apadni Africe a v oblasti
Karibiku. V tchto oblastech se dosahuje pond vysokého procentacinku (kolem 80-90
%). VysSSi davka (az 60 mg/kg) podanghém 2-3 did se pouziva v centralni a vychodni
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Africe a na Arabském poloostréeyUtzinger a kol. 2003). Oxadés &innosti kolem 70-80%
(Olds a Dasarathy 2001).

Oxa prodava ndiklad firma Pfizer pod nazvy Mansil (Jizni Amerikagbo Vansil
(Afrika), a to ve fornd¢ oranzovych 250 mg pilulek. Dale je oxa dostupnkojasirup
obsahujici 250 mg oxa na 5 ml. Trvanlivost pro lgifye 5 let, pro sirup 3 roky (Cioli a kol.
1995).

3.2.7 Hromadna l€éba — priklady hromadnych kontrolnich programi

V souwasné dob se oxa pouziva nadeu schistosomézy hla¥rnv Brazilii, pogipad
tam, kde selhala #&a pzq.

Vroce 1975 byl zaveden specialni program pro kibmtrschistosomézy, ktery
objektivre kontroluje nemoc v Sesti severovychodnich statBcwilie. Pozdji byl tento
program modifikovan a Zal kontrolovat vyskyt nemoci i v neendemickych aiéeh. Ve
dvou brazilskych statech, Bahia a Minas Gerais, tbyto program spudt v roce 1979,
respektive 1983 (Katz 1998). Navzdory &sdmm je zde snaha, aby byl oxa nahrazen pzq, a
to hlavre kvuli nizsi cert pzq (Utzinger a kol. 2003).

Sudan

Obyvatelé Suadanu byli ¢éni proti infekci zfisobenouS. mansonbud” 30 mg/kg, 40
mg/kg nebo 60 mg/kg oxa. Sesgsfoi po I&bé byl pacientm odebran vzorek stolice.
Absence Zivotaschopnych vagk ve stolici byla 68,9 % u paciénticenych 30 mg/kg, 78,8
% u lidi s l&€ebnou davkou 40 mg/kg a 94,9 % u jedinécenych 60 mg/kg. L#ba byla
pacienty velmi dote tolerovana. Nezadoucéiaky byly minimalni, mezi nejgZnr¢jSi obtize
patila zavra’ (Omer 1978).

Minas Gerais — stat Brazilie

V endemické oblasti Peri-Peri bylo vy&io 591 obyvatel na moznou infekci
zpisobenouS. mansoniPrevalence infekce byla 43,7 %. Po klinickychet§gnich bylo 220
lidi rozdkleno do ti skupin: skupina 1 (19&ti ve wku 2-15 let, I€eni jednou davkou 20
mg/kg oxa podanou peroréh skupina 2 (47 &i, 1&eny peroralty dvéma davkami 10 mg/kg
oxa, interval mezi ohma davkami byl 6-8 hodin), skupina 3 (154 diggh, I&eni jednou
davkou 15 mg/kg oxa perordn Ucinnost I&by byla 73,7 % ve skupinl, 62,2 % ve
skupire 2 a 82,4 % u skupiny 3. Mezi &aptjSi vedlejSi piznaky paitila zavra, ospalost a
bolest hlavy. U skupiny doslych byly vedlejSi piznakycasgjSi (Katz a kol. 1977).
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Etiopie

V Etiopii byla udtlana srovnavaci studi€idku pzq a oxa. Pacienti byli rodéni na 4
skupiny. D skupiny byly I€eny 40 mg/kg pzq a dalSi &skupiny byly I€eny 15 mg/kg
oxa. Po 1, 3 a 6 &sicich byla vyhodnocena&ianost IéKi. Pro pzq byla &innost 96 %, 95 %
a 89 %, zatimco odpovidajictianost pro oxa byla 98 %, 96 % a 88 % v jednomtieeh a
v Sesti mdsicich. Neni zadny statisticky vyznamny rozdil mgmiito dwma druhy |éby.
VedlejSi giznaky byly u obou Iék pormerné mirné, vyskytovala se napévra, bolest bicha
a pfijem. Pouze u kby oxa se vyskytl epilepticky zachvat. Pzq se obedone doporduje
k hromadné &g, protoze je &tinny proti dalSim formam schistosomozy a jeho vgdle

Gcinky jsou mirrgjSi (Taddese a Zein 1988).

3.2.8 Rezistence

Rezistence na oxa byla velmi brzy popsana v labbra nasleds i v terénu.
K objasréni rezistence na oxarippély nejvice genetické studie. Provedenim genetickych
kiiZzeni mezi senzitivnimi a rezistentnimi druhy stttiem mohlo byt weno, Ze rezistence je
recesivniho charakteru. Jedna senzitivni samicedanj rezistentni samec a naopak, byly
kanylou zavedeni do mezenterickych cév mysi. Pedeni se schistosomy brzy spaa
doSlo k nasledné produkci hybridnich ¥ej. Dosglci ziskani z &chto vajtek byli vystaveni
Gcinku oxain vitro. V8echny hybridni schistosomy prvni generace (y citlivé k (Cinku
oxa, bez ohledu na to, zda byl rezistentni daghmec nebo samice (Cioli a kol. 1992).
Autosomalrt recesivni ddi¢nost potvrdila, Ze v F2 generaci bylo 25 % potomsezistentni,
pii zpétném KiZeni s rodiovskou generaci byl pam rezistentniho potomstva 50 %.
Rezistentnim schistosomarrepmé chybi rékteré faktory, které jsou nezbytné, aby smeék

oxa projevil (Cioli a Pica-Mattoccia 2005).

3.3 Dalsi leky pouZzivané k kbé trematoddz
Mezi dalSi Iéky, které se pouzivaji proti motolicipati nag. benzimidazoly a

derivaty artemisininu.

3.3.1 Triclabendazol
Triclabendazol (dale jen tcbz) piadio skupiny benzimidazé) kterych je na trhu velké
mnozZstvi (nap albendazol, oxibendazol, mebendazol, fenbendgdolNa I€bu trematoddz

se vSak nejvice pouziva tcbz, proto v této pradubcharakterizovat pouze tento lék.
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Vzorec tcbz je 5-chloro-6-[2,3,-dichlorofenoxy]-2ethylthio-1H-benzimidazol (viz
obrazek 5). Tcbz jedinny proti Fasciola hepatica, F. gigantica F. magna(Fairweather a
Boray 1999) a i jak nedosplé motolice, tak i dosfice. Ri podani I€¢ebné davky 10 mg/kg
tcbz ovcim doslo az k 99 % redukci ned#gph | dosglych motolic (Smeal a Hall 1983).

Benzimidazoly se vazi n@-tubulin na vazebném méstpro kolchicin a zpisobi
depolymeraci cytoplazmatickych mikrotubulMikrotubuly napomahaji tiznym Zivotnim
funkcim organism, jako je mitéza, transport a pohyb. Hraji rozhdciujroli v mnoha
burgcnych procesech. Pokud dojde k jejich destrukcierivaplikace Iéku, dZe dojit az
k smrti parazita. Princip vysoké selektivni toxycibenzimidazolovych lék neni zcela
objasrn. Zda se, Ze je toiepdevSim diky sil§Si a nevratné vazebné interakci Iéku
s tubulinem motolic ve srovnani s tubulinemdav(Lacey 1988, cit. podle Kdhler 2001).

Zmeny tegumentu juvenilnich motolic u ovci byly vidité jiz 42 hodin po zahajeni
lécby. L&ebna davka 10 mg tcbz na Kdesné hmotnosti hostitele igobila po 42 hodinach
tvorbu ,puchyku“ a narusSeni tegumentu kolem Ustiiispvky. Po dvaasedmdesati hodinach
lécby byly vSechny motolice zlikvidovany. Morfologickémény tegumentu bylyizné, od
vazného otékani az po ztratu tegumentalniho symcia rkolika izolovanych mistech
tegumentu (pblizné uprosted tla) byla morfologie nez#ména. Do ¢tyi dni doslo
k rozsahlému naruseni tegumentu. Ztrata tegumepéugatrna u vSech motolic, syncytialni
vrstva byla odstraima. Léze se tuily i na odhalené bazalni lan@irfHalferty a kol. 2008).

Sulfoxidovy metabolit tcbz je aktivni latka. Pokutkubujeme motolice s 15 pg/ml
tohoto metabolituin vitro, zpisobuje zdieni bazalnicasti syncytia a rozsahlou tvorbu
~puchyiki“ v zadni a gtednicasti €la motolice. Dale zfsobuje destrukci tfnna povrchu
tegumentu, fedevSim ve gednicasti tla (Halferty a kol. 2009).

Ucinek tcbz na schistosomy byl jiz testovan u lidizaitat. Vysledky studii
uskut&neénych na zuiatech jsou patkud rozporuplné. El Sayed a Allam (1997) nazinaze
tcbz ma dinek naS. mansoni zatimco Keiser a kol. (2006a) popsali, Zze tcbielao
metabolity nemaji dostateou aktivitu protiS. mansonii mysi.

V delt¢ Nilu, v endemické oblasti s8. mansona Fasciolaspp., bylo 1éeno rekolik
lidi. Tito pacienti byli infikovani jakS. mansonitak Fasciolaspp. Kazdému pacientovi byla
podana davka 10 mg/kg tcbz. Vzorek stolice kazdéltenéhocloveéka byl odebiran ve
dvoutydennich intervalech po dohiil inésiai. Po tetim vySeteni stolice 7 nemocnych lidi
stéle vylk&ovalo vajtka S. mansoniale nenalezla se zadna vk Fasciola spp. Tento
vysledek pedstavuje 100% &&bnou @innost protiFasciolaspp. Po Sestém vys$ehi byla u

Ctyi z peti 1é¢enych lidi nalezena vaKka S. mansoniale u Zzadného zp pacienti nebyla
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nalezena vajka Fasciolaspp. (Barduagni a kol. 2008). Tyto vysledky vyilyahypotézu, ze
jedna davka tcbz (10 mg/kg)ize byt &inna @i infekci S. mansoni

cl
cl 0 H
e
cl CHs

Obrazek 4: Chemicka struktura triclabendazolu (podle Halferty a kol. 2008).

3.3.2 Derivéaty artemisininu

Artemisinin, seskviterpen lakton s endoperoxidovakupinou, je ziskavan
z lista rostliny Artemisia annuaEndoperoxidova skupina jeilézita pro aktivitu léku. Jeho
polosyntetické derivaty, artemether a artesunat®) pouzivany ip kontrole a Iéb¢ malarie
(Xiao a Catto 1989). Chemickéa struktura artemiginj@ zobrazena na obrazku 5. Derivaty
artemisininu, jsou aktivni proti vSem dfirh schistosom infikujicickilovéka (Utzinger a kol.
2003). Narozdil od pzgq a oxa, artemeter ma vyssvair aktivity proti 1-3 tydny starym
stadiim motolic. Cerkarie a dadpi jsou k leku naopak méncitlivi (Xiao a kol. 2002).
Rozdil je také ve vnimavosti parazita k léku medinotlivymi pohlavimi. Samice schistosom
jsou k &inku artemetheru citli§jSi nez samci (Lescano a kol. 2004).

Presny mechanismuscilku artemisinii neni doposud znam. Artemether je velmi
pomalu aktivovan. U schistosomul, které jsou sfaréz 35 dni, dojde po podaniébné
davky 300 mg/kg ke sniZeni obsahu glykogenu a iahdikalické fosfatazy (Xiao a kol.
2000). Alkalicka fosfataza jetiteZity tegumentalni enzym motolic s antigennimisttestmi.
Snizeni obsahu glykogenu jgepr¢ spojené s inhibici glykolyzy. Enzymy fosfofruktokiza,
fosfoglycerat kinaza a pyruvat kindza jsou pattilezité cile 1éku (Xiao a kol. 1998). Xiao a
kol. (1999) zjistili, Ze Iék inhibuje laktat dehyiyjendzu a ATPazy schistosoniggevsim
Mg**-ATP&aza a NaK*-ATP4aza). Artemetheriejms ovliviiuje i metabolismus nukleovych
kyselin schistosom. Mysi é&né artemetheremdhy vyrazre nizsi podil RNA nez neéé&né

mysi.
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Po podani artemetheru dochazi u schistosomul l&inbzgs morfologickym zrénam.
Tegument je znaé zterteny, dochazi ke zdeni a lyzi. Senzorické struktury tegumentu jsou
zni¢eny (Xiao a kol. 1996).

Ucinek artemetheru na egyptsky dr@h mansonzaznamenali Mahmoud a Botros
(2005). Jedna davka 400 mg/kg artemetheru podasa4ng 6 tydd po infekci &inkovala
z 59 %, respektive 55 %. Pokud byl artemether ppdandvou davkach 4 a 5 tydrpo
infekci, (€innost Iéku byla 63 %, respektive 85 %.

De Clercq a kol. (2000) zaznamenalingk artesunatu v kombinaci s pzq. Tyto Iéky
byly podany paciefim seS. mansoniCelkem bylo Iéeno 110 paciedtraizného ¥ku (od 1
do 60 let). Tito lidé byli rozéleni do rékolika skupin. Pacienti ve skuginA byli 1éceni
artesunatem (celkem 35 lidi;¢ebna davka 12 mg/kglesné hmotnosti; dosp celkow
dostali prvni den 200 mg a po dalSi 4 dny dostaM@i mg artesunatu). Pacienti ve skdh
(36) byli I&eni 40 mg/kg pzq; pokud byli tito pacienti pozitivimké na malarii (celkem 5
pacienti), byla jim khem 3 dii podana je$t davka 25 mg/kg chlorochinu. Pacienti ve
skupirg A + P (39) byli I€eni artesunatem i pzgdeébnymi davkami popsanymi vySe. Vzorky
stolice byly odebrany 5, 12 a 24 tydpo I&bé. U skupiny A byla I1&ba &inna z 23 %, 19 %,
40 %; u skupiny P byladinnost I&by 44 %, 49 %, 50 % a u skupiny A + P bytaninost 69
%, 49 % a 48 % po 5, 12 a 24 tydnech p&bdé Lé&ebna kombinace artesunatu a pzq
vyznamié zvySila p@et vyl&enych jeding pét tydni po I&€bé. Po 12 tydnech by byla
kombinace dchto dvou Iék vyrazreé (icinngjSi pouze oproti &¢ samotnym artesunatem. Po
24 tydnech jiz nebyl zaznamenan zZadny vyznamny iraneézi €mito tremi I&enymi

skupinami.

Obrazek 5: Chemicka struktura artemisininu.
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3.4 Nové léky

V souwasnosti je testovano p@mmé mnoho latek s potencialnim schistosomicidnim
ucinkem (nap. meclonazepam, oxadiazoly, K11777 — inhibitor eysivé proteazy aj.). Pro
Ucely mé prace jsem si vybrala pouze thtky a kratce je shrnula.

Mezi noveé latky s moznym schistosomicidniginkem pati nag. oxadiazol 2-oxid.
Ten inhibuje aktivitu thioredoxin-glutathion redékly. U schistosom je tato reduktaza
zodpowdna za udrzeni glutathionu a thioredoxinu v redak@m stavu, a tim snizuje toxické
ucinky kyslikovych radikal (Alger a Williams 2002). Thioredoxin-glutathionduktaza je
nezbytna pro feziti schistosom. Dodani oxidu dusnatého je podmirdktivity oxadiazolu.
Latka je zatim velmi ddie tolerovatelna u mysi, jeji cytotoxicita je velmika (Sayed a kol.
2008).

Sekundarni ozonidy jsou zcela syntetické endopdowé latky. Keiser a kol. (2006b)
popsali &inek této latky (0Z78) protEchinostoma caprora F. hepatica Uginky této latky
byly vysoké. U mysi infikovand. capronibyla podana jedna davka 1000 mg/kg OZ78 a
acinnost byla 100 %. U infekceFs hepaticabyla kryse podana davka 100 mg/kR¢esné
hmotnosti. @innost byla u nedospych i dosglych motolic ogt 100 %. Xiao a kol. (2007)
popsali @&inky téchto latek (0Z78, OZ209 a 0Z288) na schistosomyky §sou vysoce
acinné jak proti juvenilnim, tak proti doslym jedinaim S. mansoni Uginek byl také
zaznamenan proti dodpum S. japonicum Latky maji dobré farmakokinetické vlastnosti,

jsou stabilni a jejich cytotoxicita je velmi nizka.
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4 Zawer

Schistosomodza je zavazné onemminkteré se vyskytujeiplizné u 207 miliora lidi
a dalSich 779 miliain lidi je touto nemoci ohroZeno (Steinman a kol.@pONavzdory vSem
pokrokim v kontrole je tato nemoc stale velmi radesia. Sotasré dostupné 1éky jako nap
praziquantel, se pouZivaji k& schistosomézy fes 20 let. V sotasné dob jsou
experimentalé testovany nové léky, u nichz seedpokladaji schistosomicidnéiaky (nag.
sekundarni ozonidy, oxadiazoly). Z hlediska dloutm prevence je nutné vyvinout vakciny,
které zatim nejsou dostupné. Testy s antigeny enga@ilnimi kandidaty na vakciny (nap
glutathion-S-transferaza, paramyosin, tri6zafosfé@meraza) pnesly rozporuplné vysledky.
Nicmére proteomické studie by mohly dopomoci objevit novékciny (DeMarco a
Verjovski-Almeida 2009). Zatimco schistosomoOza jezSfenym onemoadtnim spiSe
u ¢loveéka, fasciol6za se vyskytujagvazig u skotu. K I€bé tohoto onemoaini se vyuziva
piedevsim tcbz, protoZze naébny &inek pzq fascioly neodpovidaiji.

Tato prace shrnuje dostupné poznatky o mechanigsimduivybranych antihelmintik
proti motolicim. Do objasimi mechanismu dinku Iéka bylo vlozeno mnoho usili, vysledky
vS8ak nejsou HliS uspokojivé. Mnoho otazekigtava stale nezodpéeeno, nap charakter a
lokalizace molekularnich dilléka a vznik rezistence.

Podle cilového mistatgobeni I1éku izeme mechanismustiaku rozclit do dvou
skupin. Prvni skupina lék piasobi ges iontové kanaly, které se nachazeji v mentbran
parazita. Jejich dinek je obvykle velmi rychly. Do této skupinyteme nafiklad z&adit
praziquantel. Druhou skupinou jsou Iéky, které maglekularni cile jiné nez iontové kanaly.
Jejich misobeni je mnohem pomalejSi. Do této skupinyipet. triclabendazol, jehoz cilové
misto &inku je B-tubulin nebo oxamniquine, ktery inaktivuje syntézukleovych kyselin
(Martin a kol. 1997).

Rozvoj rezistence na stasré pouzivané Iéky je velkym problémem, kteryiza mit
zavazny dopad pro miliony lidi. Proto je zaiedti intenzivi pracovat na vyvoji novych lék
jez tak na trhu nahradi leky dosud pouzivané, hznge vlivem naistajici rezistence sniZzuje

|é¢ebny &inek.
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